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— Amerikos klinikiniy onkology draugija

— androgeny receptorius
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— nuo cikliny priklausoma kinazé

— apoptoze aktyvinancios kinazés genas

— duktaliné in situ karcinoma

— estrogeny receptorius

— Maisto ir vaisty administracija
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— glutationo S-transferazés pi genas 1

— zmogaus epidermio augimo faktoriaus receptorius 2
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— steroidiniy hormony receptoriai
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— lgsteliy proliferacijos Zymuo
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— atokiosios metastazés

— O%-metilguanino DNR metiltransferazés genas

— metilinimui jautri polimerazés grandining reakcija
— sritiniy limfmazgiy buklé

— Nacionalin¢ klinikinés biochemijos akademija

— Nacionalinis i§samiy vézio tyrimy centras

— navika slopinantys genai

— navikg slopinantis genas



p16 — baltymas, véZio supresorius

pl6/ ink4wcDKN24  — navika slopinantis genas

p53 — baltymas p53, vézio supresorius

PR — progesterony receptorius

PGR — polimeraziné grandininé reakcija

PSO — Pasauliné sveikatos organizacija
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RASSF1 — Ras sgveikos domeng turinciy baltymy Seimos genas 1
SA — skaitmeniné vaizdo analizé

SATB1 — transkripcijos veiksnys

SSCP —DNR grandinés konformacijos kitimy nustatymo metodas
T — naviko stadija

TP53 — p53 baltyma koduojantis genas

Tipas — biologinis naviko tipas

TMA — audiniy mikrogardelés

TN — trejopai neigiamas kriities vézio tipas

VPC — Valstybinis patologijos centras

VUOI — Vilniaus universiteto Onkologijos institutas

\AY — vizualus (tyréjo) skaitmeninio vaizdo vertinimas



1. [IVADAS

Per pastargj; deSimtmet] vykdyti intensyvis molekuliniai kriities vézio
tyrimai atskleidé¢ didele Siy naviky biologing jvairove. Naujos zinios leido
apibrézti kriities vézio biologinius subtipus, sparCiau plétoti geny raiSkos
tyrimus, leidziancius tiksliau prognozuoti ligos eiga bei individualizuoti
pacienty gydyma.

Kriities vézio biologinius subtipus galima nustatyti atlikus geny rinkiniy
[1-3] ir imunohistocheminius tyrimus [4-7]. I$skirty subtipy kriities vézio yra
skirtingi epidemiologiniai rizikos wveiksniai [8, 9], skirtingos prigimtinés
charakteristikos [10-12] bei skirtingas atsakas j sisteming ir vieting terapija
[13-17].

Nepaisant negincijamos naujy tiriamyjy sistemy klinikinés naudos, Siuos
tyrimus atlikti kasdienéje praktikoje sunku dél vis dar didelés tyrimy kainos bei
Siy tyrimy prieinamumo (tyrimai atlieckami centralizuotose laboratorijose,
dazniausiai naudojant Saldytus nefiksuotus méginius). Dél minéty priezasCiy
krities vézio gydymo klinikingje praktikoje Siandien vis dar remiamasi
limfmazgiy bukle (N), histologiniu diferenciacijos laipsniu (G), hormony
receptoriy (estrogeny ir progesterony) raiska ir epidermio augimo faktoriaus 2
hiperekspresija ar geno amplifikacija naviko audinyje. Atotrikj tarp mokslo
sukaupty ziniy apie kriities vézio biologinj profilj ir kasdieninés klinikinés
praktikos i§ dalies kompensuoja XII tarptautinéje St Gallen kriities vézio
konferencijoje (2011) Eksperty komisijos priimta nauja pacienty klasifikacija
sisteminei terapijai atlikti, paremta biologiniais kraties vézio subtipais.
Biologiniai naviko subtipai (tipai) apibréziami imunohistocheminiu tyrimu
nustacius estrogeny receptoriy (ER), progesterony receptoriy (PR), epidermio
augimo faktoriaus receptoriy 2 (HER2) ir lasteliy proliferacijos Zzymens (Ki67)
raiska (1 lentelé). Luminalinio A i§ dalies luminalinio B subtipo navikams
gydyti skiriama hormony terapija. Chemoterapija skiriama daugumai pacienty,

kuriems nustatytas luminalinis B HER2+ ir trejopai neigiamo subtipo navikas.



Toms pacientéms, kuriy naviko audinyje nustatyta HER2 baltymo raiska ar
geno amplifikacija, skiriama papildoma biologiné terapija trastuzumabu [18].
Skirtumas tarp luminalinio A ir luminalinio B tipy paremtas naviko
proliferacinio aktyvumo jvertinimu atlikus imunohistocheminj tyrimg ir

apskaiCiavus biozymens Ki67 teigiamy naviko lasteliy procenta.

1 lentelé. Kriities véZio tipai

Kraties vézio tipas Biologiniy zymeny raiska

Luminalinis A ER(+) irfarba PR(+); HER2(-); Ki67 (<14%)

(LA)

'(‘flg")'”a"”'s B ER(+) ir/arba PR(+); HER2(-); Ki67 (>14%)
Luminalinis B HER2+ i ) .

(LB HER2+) ER(+) ir/arba PR(+); HER2(+); Ki67 (bet koks)

HER2+ HER2(+); ER(-); PR(")
Trejopai neigiamas (TN) ER(-); PR(-); HER2(-)

ER — estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus epidermio augimo
faktoriaus receptorius 2, Ki67 — lasteliy proliferacijos Zymuo

X1l St Galleno konferencijoje Eksperty komisijos sitilomas ,.tiltas* tarp
apibrézty naviko subtipy ir klinikinés praktikos i§ esmés pagrjstas pusiau
kiekybiniu biozymeny raiSkos vertinimu, todél iSlieka aktuali ribiniy verciy
nustatymo problematika, paribiniais atvejais pasitaiko, kad navikai priskiriami
ne tai naviky klasifikacijos kategorijai. Esminiai poky¢iai imunohistocheminiy
tyrimy srityje galimi atsiradus skaitmeninio vaizdinimo technologijoms,
padedancioms geriau suprasti navikinio audinio morfologija bei leidZian¢iomis
imunohistocheminiy tyrimy (IHC) rezultatus analizuoti remiantis kiekybiniais
parametrais [19-21].

Darbe naudojant skaitmeninj vaizdo analizés metoda tirta 10 IHC
zZymeny, apimant jprastinius, klinikin¢je praktikoje naudojamus zymenis — ER,
PR, HER2 ir Ki67 bei maziau tirtus — androgeny receptoriy (AR), BCL2,
HIFla, SATBI, p53 ir pl6, zymenis. Siekiant geriau suprasti kriities naviky
molekulinius patogenezés mechanizmus darbe buvo tiriami ir genetiniai —
TP53, HER2 — bei epigenetiniai — p14, p16, ESR1, RARB, RASSF1, DAPK1,



GSTP1, MGMT - pakitimai genuose, susijusiuose su lgstelés atsparumu véziui,
su lasteles ciklo ir kity lastelés atsaky valdymu.

Tyrimui atrinkti  IHC, genetiniai ir epigenetiniai Zymenys, Kkuriy
padidéjusi raiSka, DNR metilinimas ar mutacijos daznai nustatomi kriities
navikuose, o geny koduojami baltymai atlicka svarby vaidmen;j sustiprinant

priesvézinj atsakg ir valdant Igstelés dalijimasi bei apoptozg.

MOKSLINIO DARBO AKTUALUMAS IR NAUJUMAS

Vykdant patikros/prevencijos programas bei diegiant naujas gydymo
strategijas, mazéja mirtingumas nuo kriities vézio. Taciau, apibendrintais
Jungtiniy Amerikos Valstijy (JAV) ir Europos Sgjungos duomenimis, kasmet
JAV ir Europos Sgjungoje uzregistruojama daugiau kaip 120 000 mirties atvejy
nuo kriities vézio [22]. Si situacija i§ dalies paaiskinama tuo, kad vis dar
nepakanka informacijos apie kriities vézio  biologinj heterogeniskuma,
molekulinius pokycius, jautrumag gydymui bei Igsteling audinio sudétj. Naviko
heterogeniSkumo problematika ypaé¢ aktuali Siandien, siekiant individualizuoti
gydyma. HeterogeniSkumo fenomenas iki Siol nepaaiSkinamas svarbiais
klinikiniais parametrais (amziumi, naviko dydziu, limfmazgiy biukle,
diferenciacijos laipsniu) ir biologiniais Zymenimis (ER, PR, HER2), kurie
naudojami kasdienin¢je praktikoje numatant ligos eigos prognoze bei
parenkant gydyma.

Per pastaruosius deSimt mety nustatyti ir analizuoti kriities vézio tipai:
LA, LB, LB HER2+, HER2+ ir TN [1, 23]. Atlikti visuminiai geny raiskos
tyrimai parodé, kad praktikoje taikomy biologiniy Zymeny verté ribota, kad yra
daugiau zymeny, svarbiy kriities vézio prognozei nustatyti bei atsakui j terapija
numatyti [24-26]. Vienas pavyzdziy — naviko proliferacinio aktyvumo
jvertinimas. Nuo Siy mety tarptautiné St Galleno Eksperty kolegija pries
parenkant sisteming pirminio ankstyvojo kriities vézio terapija rekomenduoja
jvertinti naviko proliferacijos biologinius Zymenis (pvz., Ki67 indeksg ar
mitozes) [18].
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Misy darbe krities naviko méginiai pirmg karta analizuoti naudojant
skirtingy tyrimo metody kompleksg, apimant] genetiniy bei epigenetiniy
pazaidy ir baltymy raiSkos analizés duomenis. Baltymy raiska tirta IHC tyrimo
metodu, geny raiSka vertinta fluorescencinés in situ hibridizacijos (FISH)
metodu, genetiniy ir epigenetiniy pazaidy analizei pasirinkti Siuolaikiniai
tyrimo metodai — sekoskaitos, DNR grandinés konformacijos analizés,
metilinimui  jautrios PGR ir bisulfitinés sekoskaitos. Atliktas i$samus
biologiniy zymeny tyrimas leido palyginti svarbiy, ta¢iau nepakankamai istirty
(p53, AR, p16, BCL2, SATB1, HIFla) IHC zZymeny informatyvumg su esamy
prognoziniy zymeny (ER, PR, HER2, Ki67) rodikliais. IStirtas platus genetiniy
ir epigenetiniy kriities véZio Zymeny spektras.

Pirmg kartag IHC Zymeny rinkinio, jvertinto skaitmeninés analizés budu,
duomenys panaudoti faktorinés analizés metodu nustatyti jy variacijy vidinius
veiksnius, atskleidzianCius biologinius désningumus ir IHC zymeny bei jy
deriniy informatyvuma. Sios analizés rezultatai leido naujai jvertinti
publikuoty kriities vézio IHC Zymeny bei jy deriniy (pl6, SATB1, HIFlq,
Ki67/BCL2 ir kt.) informatyvuma.

Sio tyrimo metu méginiy atranka atlikta naudojant audiniy mikrogardeliy
technologija. Si technologija leidZia ne tik tiksliai atrinkti paZeisty Zmogaus
audiniy fragmentus, bet ir standartizuotai iStirti kelis Simtus méginiy, taupiai
naudojant tiriamuosius audinius ir reagentus.

Sis darbas taip pat yra vienas pirmujy, kuriame IHC tyrimai atlikti
naudojant virtualiosios (skaitmeninés) mikroskopijos vaizdo analizés metodus.
Skaitmeninés vaizdy analizés technologijos pastaruoju metu atveria vis
daugiau pazangiy galimybiy kiekybiniais metodais iSmatuoti biologiniy
7ymeny raiska tiriamuosiuose audiniuose [27-30]. Sios technologijos plagiai
pritaikomos ne tik mokslo tiriamuosiuose darbuose, bet ir atliekant
kasdieninius diagnostinius tyrimus. Skaitmeninés vaizdy analizés technologijos
pradedamos taikyti praktikoje standartizuojant diagnostinius testus (kokybes
kontrolés procediiros) ar vertinant tyréjy variacijas (pagalba testui

interpretuoti). Pastaruoju metu siekiant individualizuoti gydyma, atsiranda vis
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didesnis poreikis IHC biologiniy zymeny raiska iSmatuoti naudojant tikslius
kiekybinius analizés metodus ir gauti Kiekybines vertes. Be skaitmeninés
patologijos vaizdy analizés algoritmy Sio poreikio jgyvendinti nebuvo galima
[30-33]. Yra darby, rodanciy, kad patologo vertinimo rezultatai stipriai
koreliuoja su skaitmeninés analizés tyrimo rezultatais [34-36]. Nustatyta, kad
skaitmeninés mikroskopijos analizé leidzia Zenkliai sumazinti tyréjy variacijas
interpretuojant IHC tyrimy rezultatus [37]. Kitaip negu jprastas vizualus
audiniy patologinis tyrimas, skaitmeniné tiriamyjy vaizdy analizé leidzia
objektyvizuoti ir kiekybiniais parametrais iSmatuoti biologiniy Zymeny raiska
audinyje, nustatyti jy pasiskirstymg audiniy bei Igsteliy struktirose.
Skaitmeninés analizés metodai leidzia jvertinti ir kitag svarby biologiniy
zymeny tyrimy aspekta — navikinio audinio heterogeniSkumg. Navikinio
audinio heterogeniSkumas skaitmeninés analizés bei stereologijos metodais
vertintas bendradarbiaujant su partneriais i§ Pranctzijos (Frangois Baclesse
Comprehensive Cancer Centre of Caen, Pranciizija). Disertacinis darbas
papildytas naujais duomenimis, iSsamiai charakterizuojanciais krities naviky

biologines savybes.

DARBO TIKSLAS

Taikant molekulinés ir skaitmeninés patologijos tyrimo metodus iStirti
pirminiy krities duktaliniy karcinomy biologiniy poky¢iy spektra, nustatytus

pokycius susieti su klinikinémis — patologinémis ligos charakteristikomis.

DARBO UZDAVINIAI

1. Pritaikyti skaitmeninés imunohistocheminiy vaizdy analizés metoda
kiekybinei baltymy raiSkos analizei atlikti ir jvertinti metodo patikimuma
rezultatus lyginant su patologo vizualaus vertinimo rezultatais.

2. Duktalinése krities karcinomose istirti baltymy ER, PR, HER2, Ki67, p53,
AR, BCL2, pl6, SATB1, HIFla raisks, geny ESR1, DAPK1, GSTP1,

12



MGMT, pl4, pl6, RARB ir RASSF1 hipermetilinimo, geno HER2
amplifikacijos bei geno TP53 mutacijos daznj.
3. Molekulinés ir skaitmeninés patologijos metodais nustatytg duktalinés

nustatyti tirty Zymeny prognozing verte.

2. LITERATUROS APZVALGA

Kriities vézys — heterogeniska liga, buidinga skirtingiems biologiniams
organizmams, pasireiskianti specifiniais morfologiniais ir
imunohistocheminiais radiniais bei jvairia klinikine eiga. Kovojant su $ia liga
svarby vaidmen; atlieka biologiniai Zymenys, kurie padeda anksti aptikti vézj,
stebéti ligos progresija, numatyti prognoze¢ bei individualizuoti serganciyjy
krities véziu gydyma. Biologiniai Zymenys, susieti su Klinikiniais-
patologiniais prognoziniais faktoriais, tokiais kaip naviko dydis,
diferenciacijos laipsnis, piktybinio proceso invazija j limfagysles bei
limfmazgiy buklé, svarbis ir skirstant ligonius | prognozines grupes. Iki Siol
pripazinti ir kasdieninéje praktikoje rekomenduojami tik keli ankstyvajam
krities véziui Qydyti svarblis biologiniai Zymenys, turintys patikimg
prognozing verte. Vienas svarbiausiy predikciniy krities vézio zymeny — ER,
leidziantys nustatyti ligos prognoze ir numatyti atsakg j hormony terapijg. PR
taip pat placiai praktikoje naudojamas Zymuo, nors duomeny apie jo verte
sukaupta maziau. Neseniai Sias gretas papildé HER2 biozymuo, leidZiantis
patikimai prognozuoti ligos eiga bei svarbus skiriant terapijg trastuzumabu
(Herceptin™).

Integruojant diagnostikg ir terapija onkologijoje, taikiniy terapija ir
individualizuota medicina Siomis dienomis iSgyvena naujg erg. Siekiant
pacientams parinkti tinkamiausia gydyma, farmaciniy kompanijy kuriami
antik@inai prie§ vézj gydymui aprobuojami tik kartu naudojant klinikinj testa,
skirta nustatyti konkretaus biologinio Zymens raiska. Zinoma, kad Vakary

pasaulyje taikomas sisteminis adjuvantinis gydymas leido sumazinti

13



mirtingumg nuo kriities vézio. Tadiau taip pat zZinoma, kad nemazai daliai
pacienty taikomas gydymas suteikia daugiau toksinio poveikio nei gydymo
naudos. Todél labai svarbu turéti patikimus prognozinius veiksnius, kurie
padéty pacientams parinkti tinkamiausig gydyma.

Visame pasaulyje kriities vézys yra dazniausia motery onkologiné liga ir
sudaro apie 23 procentus visy formy vézio. Pasaulinés sveikatos organizacijos
(PSO) duomenimis, kasmet pasaulyje diagnozuojama daugiau nei 1 miln. naujy
kriities vézio atvejy. Sergamumo kriities véziu vidurkis jvairiose pasaulio
Salyse yra 66,7 atvejo 100 000 motery. DidzZiausi sergamumo rodikliai biidingi
1§sivysCiusioms Salims, maziausi — Azijai ir Afrikai. Europoje Sis skaicius
sudaro apie 350 000 naujy atvejy per metus. Pastaryjy mety Europos
sergamumo rodikliy analizé rodo, kad didZiausias sergamumas registruojamas
ekonomiSkai iSsivysCiusiose Salyse — Vakary Europoje (Pranciizijoje,
Belgijoje, Sveicarijoje) ir Siaurés Europoje (Danijoje, Svedijoje ir Jungtinéje
Karalystéje). Maziausias sergamumas kriities véziu — Vidurio ir Ryty
Europoje. Lietuvoje sergamumo kriities vézio rodikliai yra vieni maZiausiy
Europoje [38], Cia kasmet uZregistruojama apie 1400 naujy krities vézio
atvejy [39, 40].

D¢l pradéty taikyti atrankiniy patikros programy, efektyvesniy
diagnostiniy ir gydymo galimybiy bei kintanciy rizikos veiksniy pastaraisiais
metais gerokai padaugéjo diagnozuoty ankstyvosios stadijos kriities vézio
atvejy [40]. Pazymima, kad daugumoje Europos Saliy buidingas mirtingumo
nuo kriities vézio augimo létéjimas. Siaurés Europos $alyse sergamumo
did¢jimas lydimas mirtingumo maZz¢jimo. Manoma, kad tai sietina su
efektyviai veikian¢iomis mamografinés patikros programomis, efektyvesnémis
diagnostinémis galimybémis, leidZzanciomis identifikuoti maziau agresyviy

formy bei neinvazinj vézj, ir efektyvesniu gydymu.
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2.1. Krities vézio rizikos veiksniai ir formavimosi molekuliniai

mechanizmai

Krities vézio rizikos veiksniai dazniausiai skirstomi j veiksnius, Kuriuos
galima pakeisti (gyvensena, gimdymas, nezindymas, pakaitiné hormony
terapija, estrogeny terapija, peroraliniai kontraceptikai) ir j veiksnius, kuriy
pakeisti negalima (lytis, amzius, genetiniai rizikos veiksniai, ankstyvos
ménesinés ir vélyva menopauzé, patirtas vienos kriities vézys) [41]. Bilimoria
savo darbe apibendrino svarbiausius kriities vézio rizikos veiksnius [42].
Autorius pagal rizikos veiksnius isskyré keturias kriities vézio rizikos grupes:
krities vézys Seimoje (rizika tarp pirmo laipsnio giminiy — 1,2-3,0),
menstruacing istorija (santykin¢ rizika, kai menstruacijy pradzia <12 m. — 1,3,
menopauzés pradzia > 55 m. — 1,5-2,0), néStumas (pirmasis gimdymas 25-29
m. amziaus grupéje — 1,5, > 30 m. — 1,9, negimdZius — 3,0) ir gerybiniai kriity
navikai (proliferuojantys — 1,9, proliferuojantys esant atipinei hiperplazijai —
4.4, lobuliné karcinoma in situ — 6,9-12,0).

Molekuliniai mechanizmai, sukeliantys kriities vézio vystymasi, néra iki
galo suprasti, ypac susije su estrogeny inicijuota kancerogeneze. Manoma, kad
kriities véziui budinga nekontroliuojama lasteliy proliferacija ir/arba netipiniai
apoptozeés reguliavimo mechanizmai. Vykstant minétiems reiSkiniams kaupiasi
genetinés pazaidos, aktyvinancios protoonkogenus bei gesinan¢ios navikg
slopinan¢iy geny raiSka. Genetiniai pokyciai gali biiti jgimti (Seiminés
mutacijos) ar sglygoti aplinkos kancerogeny (somatinés mutacijos). Pagal
klasikinj dviejy pakopy kancerogenezés modelj inicijuotose Igstelése jvykusios
genomo pazaidos yra negrjztamos, naviko progresavimas — Kitas etapas, kurio
eiga priklauso nuo epigenetiniy, potencialiai grjztamy procesy.

Naujos tyrimy technologijos padéjo atskleisti vézio formavimosi
mechanizmus. Siandien Zinoma, kad vézinéms lgsteléms augant ir plintant j
gretimus audinius bei organus biidinga: saves palaikymas augimo signalais,
nejautra lastelés augima slopinantiems signalams, nevaldomas dalijimasis,

apoptozeés signaly Dblokavimas, lastelés diferenciacijos susilpnéjimas,
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angiogenezes stimuliavimas, gebéjimas plisti metastazémis. Visos §ios savybés
gali atsirasti ne tik dél genetiniy mutacijy (chromosomy aberacijy,
chromosomy skai¢iaus pakitimy, taSkiniy mutacijy, delecijy), bet ir dél
epigenetiniy pakitimy — DNR ir histony modifikacijos, kei¢iancios geny raisSka
(hipermetilinimo ir hipometilinimo). Vykstant epigenetiniams
persitvarkymams lastel¢je, kai kuriy geny sekose CpG salos tampa gausiai
metilintos, o kitos — demetilintos. Tokie epigenetinés pusiausvyros pakitimai

nulemia Igsteliy piktybéjimg ir vézio vystymasi.

2.2. Krities vézio DNR metilinimo pakitimai

DNR metilinimas yra epigenetinis pakitimas, pakeiCiantis geny raiska be
tiesioginiy persitvarkymy DNR nukleotidy sekoje. Tai poreplikacine,
kovalentine DNR modifikacija, kurios metu metilo (CH3) grupé perkeliama
ant citozino C atomo penktoje pozicijoje. Reakcijg katalizuoja DNR

metiltransferazés, metilo grupés donoras — S-adenozilmetioninas (1 pav.).

NH, NH,
CH,
OSSN R TSN
e
N /gO N /go
H H
Citozinas 5-Metilcitozinas

1 pav. Citozino metilinimo reakcija

DNR metilinimas néra atsitiktinis procesas. Zmogaus somatinése
lastelése metilinti citozinai sudaro nedaug, apie 1 procentg visy DNR baziy
[43]. Dauguma metilinty citoziny yra 5°-CG-3° sekoje arba CpG
dinukleotiduose. Mazdaug pusé zmogaus geny promotoriy seky turi gausius

CpG regionus, kurie dar vadinami CpG salomis [44]. Dauguma S$iy geny,
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1§skyrus imprintingo biidu valdomus ir neaktyvioje motery X chromosomoje
esancCius genus, iSlieka nemetilinti. UZ salos riby esantys CpG dinukleotidai yra
gausiai metilinami [45]. Pazymima, kad metilinimas geno promotoriuje
visiSkai uzslopina geno raiska, o metilinimas transkribuojamame geno regione

gali veikti geno raiska jvairiai [46] (2 pav.).

P Nemetilinta cpe
? metilinta cpe

P, I SR

«mwlze i

2 pav. CpG seky pasiskirstymas

Apie puse geny promotoriaus sekoje turi CpG salas, kurios paprastai yra
nemetilintos. [vykus jy metilinimui uzslopinama geno raiska [47]

Metilintos DNR sekos, sgveikaudamos su jvairiais baltymy kompleksais,
slopina geny raiSka ir neleidzia prisijungti transkripcijos veiksniams prie
promotoriaus sekos. Baltymai, atrankiai besijungiantys su metilinta DNR,
skatina histony deacetilaziy ir histony metiltransferaziy jungimasi, neaktyvaus
ir kompaktisko chromatino susidaryma.

Vienas dazniausiy DNR metilinimo pakitimy, nustatomy navikuose, yra
CpG saly hipermetilinimas geny promotoriaus regione. Ivairiy tipy naviky
tyrimai parodé, kad dazniausiai hipermetilinami navika slopinanciy geny
(NSG) promotoriai. Ivykus epigenetiniams pakitimams S§iuose genuose
sutrikdoma lgstelés ciklo reguliacija, DNR reparacija, diferenciacija, apoptoze
ir kiti procesai, palaikantys normaly Iastelés funkcionavimg. Pagrindiniai NSG

grupés genai ir jy funkcijos lgsteléje iSvardyti 2 lenteléje.
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2 lentelé. Pagrindiniai navika slopinantys genai, inaktyvinami vykstant
hipermetilinimui

Funkcijos G.evr.lai', kuriy pr'omotoriai hipermetilinti
veZinése lastelése

Lastelés ciklo kontrolé Rb, p16, p15, pl4, 14-3-30, Chfr

DNR pazaidy reparacija hMLH1, O°MGMT, GSTr, BRCAI

Kancerogeny metabolizmas GSTP1, CYP27B1

Apoptozé DAPK, casp-8, Apafl, Xiap, pl4

Adhezija E-cad, APC, TIMP3

Replikacinis sen¢jimas TERT

Signaly perdavimas ER, PR, AR, RASSF1, RARB, VHL

Kai kuriy NSG, pavyzdziui, RASSF1 ir p16, promotoriy hipermetilinimas
yra aptinkamas daugelyje jvairios lokalizacijos ir morfologijos naviky. Kity
geny promotoriy metilinimas vyksta specifiSkai, tik tam tikry tipy navikuose.
Plauc¢iy karcinomose daznai hipermetilinami DAPK1, MGMT, pl6 genai,
storzarnés ir skrandzio navikuose — pl4 ir APC genai, krities ir kiauSidZiy
karcinomose — GSTP1, BRCAL ir pl6 genai [48]. Pastebima, kad kiekvieno
tipo vézys turi atrankiai hipermetilinamy NSG rinkinj; arba DNR metilinimo
profilj. Pagal metilinimo profilj galima atskirti naviko histologinius tipus ir
apibiidinti turimg naviko méginj. Taip pat pabréziama, kad metilinimo
zymenimis gali biiti tik tokie genai, kurie normaliose Iastelése yra nemetilinti
[49].

Hipometilinimas — tai DNR metilinimo praradimas. Sis metilinimo
pakitimas taip pat daznas reiSkinys navikinése lastelése. Nustatyta, kad
navikinéje Igsteléje metilinto citozino kiekis yra 20-60 procenty mazesnis nei
nepakitusioje lasteléje. Metilo grupés praradimas dazniausiai vyksta
hipometilinant gena koduojancias sekas ir intronus bei demetilinant
pasikartojancias DNR sekas, kurios sudaro 20-30 procenty Zzmogaus genomo.
Navikinése Iastelése globalus hipometilinimas gali sukelti chromosomy
nestabiluma, judriyjy genomo elementy reaktyvinimg ir imprintingo praradimg.
Taip pat navikuose daznai aptinkamas hipometilinimas chromosomos

centromeros regione, ir tai gali sukelti aneuploidijg [49]. Yra duomeny, kad
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hipometilinimas suaktyvina onkogenus cMYC ir HRAS [46]. Manoma, kad
DNR hipometilinimas véZinése lastelése skatina naviko invazijg ir metastazes
[50]. Svarbu tai, kad hipermetilinimo ir hipometilinimo reiskiniai vyksta kartu

toje pacioje navikinéje Igsteléje [50, 51].

2.3. Pagrindiniai kriities véZio Zymenys

2.3.1. Hormonu receptoriai

Hormony receptoriy (HR) svarba kriities véziui vystytis nustatyta daugiau
kaip pries 40 mety. Siandien Zinoma, kad kriities véZio vystymasis priklauso
nuo estrogeny ir/ar progesterony kiekio ir §j kiekj reguliuoja estrogeny ir
progesterony receptoriai.

ER ir PR priklauso branduolio receptoriy Seimai, ] kurig jeina ir
androgeny receptoriai (AR). Sie receptoriai yra lasteliy branduolyje, kur veikia
kaip transkripcijos veiksniai, atlikdami svarby vaidmenj endokrininiy signaly
sistemoje. | lgstelés branduolj difuzijos buidu patekes estrogenas susijungia su
lastelés branduolyje esanéiu ER suformuodamas ligando-receptoriaus
kompleksg, galintj sgveikauti su reguliacinémis geny sekomis [52]. Estrogenas,
veikdamas per ER, reguliuoja epitelinio audinio augimg ir diferenciacija,
aktyvina lasteliy proliferacija bei reguliuoja kity geny raiSkg (pS2, PR ir
BCL2) [53]. Progesteronui sgveikaujant su PR, sustiprinamas mitozinis
veikimas ir taip pat aktyvinama lgsteliy proliferacija [54].

Estrogeny receptoriai, kaip branduolio transkripcijos veiksnial,
dalyvauja kraties audinio vystymosi, augimo, diferenciacijos ir naviky
formavimosi procesuose. Zinomos dvi ER izoformos: ER-alfa (ERa) ir ER-
beta (ERP). Nors Sie receptoriai panaSiis daugeliu aspekty, taciau skiriasi
biologinémis funkcijomis ir raiSkos pobtuidziu. ERa ir ERP koduoja du skirtingi
genai, ESR1 ir ESR2 atitinkamai [55]. Literattiros duomenimis, ERa siejamas
su krities vézio vystymusi. Daugiau nei 70 procenty diagnozuojamy
ankstyvyjy krities naviky yra ERa teigiami [56] ir vézio progresijos metu ERa
raiSka didéja [57]. ERP vaidmuo kriities véziui iSsivystyti kol kas néra aiskus
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[57, 58]. Padidéjusi ERa raiska pripazinta prognoziniu ir prediktyviniu krities
vézio zymeniu [59], siejama su aukStesniu vézio diferenciacijos laipsniu ir
geresnémis ligos prognozémis [52, 60].

Progesterony receptoriy raiskos jtaka kriities véziui formuotis kol kas
diskutuotina [61]. Nustatyta, kad ER teigiami, ta¢iau PR neigiami kraties
navikai sglygoja blogesne¢ ligos prognoz¢ negu kriities navikai, kurie turi ER ir
PR raiska [62, 63]. Vis délto prognoziné PR verté, literatiiros duomenimis,
iSlieka priestaringa. Yra tyrimy, Kuriuos atlike tyréjai teigia, kad prognoziné
PR verté numatant kriities véZio gydymg hormony terapija maZesné nei ER,
taciau kiti tyréjai teigia, kad PR suteikia papildomos informacijos,
nepriklausomos nuo ER prognoziniy verciy [64-66]. Navike nustatyta PR
raiSka informuoja, kad ER reguliuojami signaly perdavimo keliai
funkciuonuoja, veikla nesutrikusi. Taip pat nustatyta, kad tiek ER, tiek PR
raiSka prieSingai koreliuoja su histologiniu diferenciacijos laipsniu,
proliferacijos indeksu, HER2 ir p53.

Siandien ER ir PR raiska kriities audiniuose nulemia pirminj kriities véZio
gydymo taktikos parinkimg. Tik jvertinus hormony receptoriy raiSka
parenkamas gydymas taikant adjuvanting hormony terapija (tamoksifenas),
aromatazeés inhibitorius bei terapija selektyviais estrogeny receptoriy
moduliatoriais. HR raiSka — svarbus rodiklis, apibréziantis naviko atsakg j
hormony terapija, tai vienas svarbiausiy kriities vézZio gydymo parametry.
Metastazuojan¢io kruties vézio atveju hormony terapija turi nemazai
privalumy, palyginti su citotoksine chemoterapija. Esant naujai diagnozuotai
metastazuojanciai ligai, nuo 30 iki 40 procenty atvejy gaunamas teigiamas
atsakas j hormoninj gydyma, nemaza dalis ligoniy turi kliniskai reikSminga
ligos nesant recidyvo laikotarpj [20, 67-71].

Androgeny receptoriy raiska daznai nustatoma kriities navikuose ir yra
susijusi su maZesniu naviko piktybiSkumu ir palankesniu naviko
diferenciacijos laipsniu. Atlikta nemazai tyrimy, nagrinéjanciy AR jtaka kriities
vézio genezéje. Manoma, kad AR gali baiti nepriklausomas prognozinis

faktorius ar zymuo, svarbus parenkant trejopai neigiamy (ER—, PR—, HER2-)
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naviky gydyma, taciau kol kas svariy duomeny, pagrindzianciy Sias hipotezes,
néra [72-79].

Hormony receptoriams nustatyti audiniuose taikomi du pagrindiniai
tyrimo metodai: biocheminis ligando prijungimo metodas — Saldyty méginiy
tyrimams ir IHC metodas — méginiy, paruosty parafino metodu, tyrimams. Per
pastaruosius du deSimtmecius kriities vézio diagnostikai pasirinktas THC
tyrimo metodas, kaip patogesnis, jautresnis ir patikimesnis. Siekiant pagerinti
pacienty atrankg hormony terapijai, ASCO (angl. American Society of Clinical
Oncology) ir CAP (angl. College of American Pathologists) nesenai apibrézé
ER/PR tyrimo gaires, kuriose rekomenduoja hormony raiSkg tirti IHC tyrimo
metodu [80, 81].

2.3.2. HER2 onkogenas

HER2 — onkogenas, koduojantis Igstelés 185 kD transmembraninj
receptoriy, turintj ir tirozino kinazés aktyvumg [82]. HER2 receptorius
priklauso epidermio augimo faktoriaus receptoriy Seimai (EGFR), kuri
aktyvina tarplasteliniy signaly perdavimo kelius, kontroliuojanéius epitelio
lasteliy augima, diferenciacijg [83, 84] ir angiogeneze [46, 85]. Anksciau
epidermio augimo faktoriaus receptorius 2 buvo vadinamas NEU, NGL,
HER2, TKR1, HER-2, HER2/neu arba cerbB-2. 2007 metais pasitlyta apsistoti
ties dazniausiai vartotu epidermio augimo faktoriaus receptoriaus 2
pavadinimu — HER?2 [86].

HER2 geno amplifikacija ar jo produkto baltymo hiperekspresija Igstelés
membranoje pasireiSkia nuo 18 iki 20 procenty krities vézio atvejy [87-89] ir
tai susije su bloga ligos prognoze bei padidéjusia rizika ligai atsinaujinti [87].
HER2 — ne tik prognozinis agresyvios ligos Zymuo, bet ir svarbus veiksnys
kliniskai parenkant specifing terapija. HER2 receptorius — molekulinis taikinys
monokloniniam antiktinui trastuzumabui (Herceptin; Genentech, South San
Francisco, JAV), adjuvantui, kuris reikSmingai pagerina atsaka j ligos

progresavima bei prailgina pacienty iSgyvenima, palyginti su iSgyvenimu
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pacienty, kuriems taikytas vien tik chemoterapinis gydymas [90, 91]. HER2
terapijai parenkami pacientai, kuriems nustatyta HER2 geno hiperekspresija
arba geno amplifikacija.

Nuo 2001 mety naujai diagnozuoto ir metastazuojanc¢io kriities vézio
HER?2 raiska rutiniskai nustatyti pasiiilé net kelios organizacijos: ASCO, NCCN
(angl. Nacional Comprehensive Cancer Network) bei NACB (angl. Nacional
Academy of Clinical Biochemistry) [92-94]. 2007 metais jungtinis eksperty
komitetas, atstovaujantis ASCO ir CAP, paskelbé rekomendacijas, kuriose
iSanalizuoti konkrettis techniniai ir analitiniai HER2 tyrimo aspektai [86].
Vadovaujantis Siomis rekomendacijomis bei 2011 St. Galleno Eksperty grupés
sutarimu [95], diagnostikoje rekomenduojamas IHC HER2 vertinimo metodas,
kuriuo nustatoma baltymo raiSka Igstelés membranoje. IHC budu nustatyti
paribiniai atvejai testuojami geny raiSkos lygmeniu, atlikus FISH. FISH
tyrimas daznai vadinamas ,,aukso standartu®“, kuris leidzia kiekybiniais

parametrais iSmatuoti analizuojamo geno raiska [86, 96, 97].

2.3.3. Lasteliy proliferacijos ir kiti imunohistocheminiai zymenys

Véziniy lIgsteliy proliferacija yra svarbus navikinio audinio prognozinis
pozymis. Padidéjusi naviko proliferacija koreliuoja su blogesne negydyty
pacienty ligos prognoze, aukstu histologiniu diferenciacijos laipsniu, daznai su
hormony receptoriy raiSkos nebuvimu, didesniu naviko dydziu bei pazeistais
limfmazgiais [98].

Naviko proliferacija kriities navikuose gali buti vertinama keliais
skirtingais tyrimo metodais: mitoziy skai¢iavimu, timidino indekso ir S fazés
frakcijos nustatymu, tékmés citometrijos bei IHC tyrimu, naudojant antikiinus
prie§ proliferuojanciy Iasteliy antigenus. Geriausiai lgsteliy proliferacija
atspindi Ki67 zymuo, kuris iSrySkinamas IHC metodu su MIB-1 antikiinu
formaline  fiksuotuose parafinu impregnuotuose méginiy pjviuose.
Literatiiroje pabréziama, kad Ki67 raiska lastelés ciklo metu nevienoda [59,

99]. Nustatyta, kad raiska vyksta Gy, S ir G, faziy metu, ta¢iau nevyksta
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lastelés ciklo ramybes faz¢je Go. Nepakitusiame kriities audinyje Ki67 raiSka
yra labai silpna (< 3 % lasteliy) [99], véziniame audinyje labai padidéja.

Ki67 proliferacijos indeksas tiksliai iSmatuojamas kiekybiniais
stereologijos ir skaitmeninés analizés tyrimo metodais, skaiCiuojant lasteles
nustatytame analizés plote [100]. Daugelis klinikiniy tyrimy parodé, kad
egzistuoja stiprus Ki67 proliferacijos indekso rySys su ligos prognoze,
koreliacija su iSgyvenimo nesant recidyvo ir bendrojo iSgyvenimo laikotarpiu
[101, 102]:

— naudojant Ki67 slenkstines vertes nuo 3,5 iki 34 procenty nustatyta
Ki67 teigiama verté susijusi su reikSmingai didesne recidyvo rizika
tiek esant invazijai j limfmazgius, tiek nesant invazijos;

— taip pat nustatytas reikSmingas rySys tarp Ki67 teigiamos vertés ir
trumpesnio iSgyvenimo tiek esant naviko invazijai j limfmazgius, tiek
jO nesant.

2007 metais ASCO/CAP isleistose krities vézio tyrimo gairése
rekomenduojama Ki67 indeksg nustatyti visais kriities vézio tyrimo atvejais
[61].

Baltymas SATB1 (angl. special AT-rich sequence-binding protein-1)
daznai vadinamas ,,genomo organizatoriumi®, galin¢iu koordinuoti daugiau
kaip 10 procenty visy geny veiklg. Spéjama, kad Sis baltymas gali atlikti
reik§mingg vaidmen] vystantis ir progresuojant kraties véziui. 2008 metais Han
su bendraautoriais teigé, kad SATBI1 baltymo raiska padidéja naviko genezés
metu, keisdama kriities veézio lasteliy geny ekspresijos profilj, kuris palaiko
agresyviy lasteliy fenotipa, skatinantj naviko augimg ir metastazavima [103].
2010 metais lorns su tyréjy grupe, Kitaip negu ankstesni tyréjai, nustaté, kad
SATBI raiska neskatina krities vézio progresavimo ir néra susijusi su kriities
vézio eiga [103]. Siuo metu tyréjy nuomoné apie SATBI1 vaidmenj vystantis
kruties véziui gana kontroversiska.

HIFla (angl. hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit), transkripcijos
veiksnys, kontroliuojantis lgstelés atsakg j hipoksija. Indukuojamo subvieneto

HIFla raiSka zenkliai padidéjusi daugelyje naviky, tarp jy ir krities. Dél
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baltymo veiklos suntensyveéja vaskuliarizacija naviko zonoje, padidéjes
baltymo kiekis koreliuoja su naviko agresyvumu, kontroliuoja Igstelés atsaka j
hipoksija. Indukuojamo subvieneto HIF 1 a raiska Zenkliai padidéjusi daugelyje
naviky.

BCL2 (angl. B-cell lymphoma 2) Seimos baltymai reguliuoja
programuotos lgsteliy mirties arba apoptozés procesus. BCL2 genas koduoja
mitochondrijy membranos baltyma, kuris palaiko mitochondrijy membranos
integralumg ir slopina lgsteliy (pvz., limfocity) apoptozing mirtj. Padidéjusi
baltymo raiSka nustatoma daugelyje naviky, tarp jy ir kriities navikuose.
Baltymo kiekio padidé¢jimas slopina natiraly piktybéjanéiy lasteliy
pasiSalinimg apoptozés budu, skatina vézio progresija, naviko did¢jima. Yra
zinoma, kad BCL2 baltymo raiSka susijusi su Zemesniu naviko diferenciacijos
laipsniu bei 1é¢iau proliferuojanciais, didesnés ER raiskos navikais [104, 105].
Atliktuose tyrimuose nustatyta, kad BCL2 baltymo raiSka koreliuoja su
ilgesniu pacienty, kuriems biidinga ER raiska, iSgyvenimo nesant ligos
atkrycio laikotarpiu ir gali buti nepriklausomu ankstyvyjy kriities vézio stadijy,

geresnés prognozés zymeniu [106].

2.2.4. Navika slopinantys genai

Navika slopinancio geno TP53 mutacijos ar pakitusi baltymo p53 (angl.
tumor protein 53) raiSka aptinkama nuo 20 iki 50 procenty zmogaus krities
vézio atvejy [107, 108]. Prognoziné ir predikciné p53 verté Siandien tyréjy dar
vertinama prieStaringai. Dalis tyrimy parodé, kad padidéjusi baltymo p53
raiska (iSmatuota IHC tyrimo metodu), mutacijos ir delecijos TP53 gene, yra
stiprus nepriklausomas prognozinis veiksnys, reiskiantis trumpesnj i§gyvenimo
be recidyvo bei bendrojo iSgyvenimo laikotarpj. Manoma, kad IHC tyrimo
metodu nustatytos p53 baltymo sankaupos audinyje ne tik koreliuoja su geno
TP53 mutacija, bet ir yra patikimas nepriklausomas trumpesnio i§gyvenimo
zymuo [109-115]. Taciau yra tyrimy, kuriy metu tokios sasajos nerasta [109,
116, 117].
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p53 Dbaltymg koduoja TP53 genas, esantis 17-0s chromosomos
trumpajame petyje (17p13.1). Tai transkripcijos faktorius, reguliuojantis
lastelés cikla, apoptoze ir DNR pazaidy taisymg. Baltymas p53 sintetinamas
visose organizmo lgstelése. Nemutavusios buklés p53 veikia kaip lgstelés
piktyb¢jimo supresorius. p53 yra universalus nattralaus lgstelés sunykimo,
arba apoptozés, reguliatorius, be to, jis dalyvauja ir pazeistos DNR atkiirimo
procese. Normaliose, streso nepazeistose lgstelése p53 baltymo kiekis ir
aktyvumas labai mazas. Tuo tarpu streso pazeistose lgstelése pS53 baltymas
suaktyvinamas.

ASCO tyréjy grupé mano, jog mazai tikétina, kad nustatant baltymo p53
raiSka IHC tyrimo metodu bus gaunami pakankamai tikslis rezultatai,
leidziantys numatyti klinikos eigg. Patikimesnis buidas p53 biklei jvertinti yra
TP53 geno sekoskaita [61].

p16'N*?/p14”RF |okusas, esantis 9p21 chromosomoje, koduoja du
struktiiriSkai skirtingus baltymus, kurie susidaro dél alternatyvaus rémelio
nuskaitymo. Abu genai (p16™“* ir p14""F) koduoja navika slopinandius
baltymus, dalyvaujan¢ius valdant Igstelés ciklg ir reguliuojancius Rb bei p53
signalinius kelius.

Baltymas p14°"* dalyvauja p53 signaliniame kelyje ir yra svarbus G, ir
G, lastelés ciklo faziy eigai. pl14”%" batymas palaiko véZio supresoriaus p53
stabiluma, kuris, esant onkogeniniams signalams ar kitoms pazaidoms, stabdo
lastelés ciklg ir inicijuoja apoptoz¢ [118]. Nesant aktyvaus pl4, navika
slopinancio baltymo p53 stabilumas smarkiai sumazéja.

Genas pl6 koduoja baltyma, nuo cikliny priklausomos kinazés (Cdk)
inhibitoriy, kuris dalyvauja baltymo Rb atsako kelyje. pl16™<** baltymas
jungiasi prie Cdk4 ir Cdk6 ir inhibuoja fermentinio komplekso Cdk4-
Cdk6/ciklino D susidaryma G1 lastelés ciklo fazéje. Sis kompleksas svarbus
Rb fosforilinimo procesui. Nesusidarius Siam kompleksui, nevyksta Rb
fosforilinimas ir Igstelés ciklas sulaikomas G1/S fazéje. Lastelése, neturin¢iose

aktyvaus pl6, lastelés dalijimosi ciklas nestabdomas G1/S fazéje ir tampa
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nekontroliuojamas. Taigi pl6 baltymas palaiko Rb baltyma nefosforilintos
buklés inhibuodamas lastelés ciklo progresija 1§ G1 1 S stadija.

Genai pl4 ir p16 daznai inaktyvinami jvairiausiuose zmogaus navikuose.
Vienas i§ inaktyvinimo biidy yra promotoriaus regione esané¢iy CpG saly
hipermetilinimas. Literattiroje pateikiami geno pl4 hipermetilinimo daZniai
kriities karcinomose svyruoja nuo 28 iki 47 % [119, 120], tadiau yra autoriy,
kurie geno pl4 hipermetilinimo nenustaté [121]. Geno pl6 raiskos
sumazéjimas koreliuoja su sunkia ligos eiga ir mazesniu iSgyvenamumu. Geno
hipermetilinimo dazniai nustatomi kriities karcinomose, jvairiose publikacijose
svyruoja nuo 26 iki 44 % [122, 123].

RARB genas (angl. retinoic acid receptor beta) — tai retinoinés ruigsties
receptoriaus [ genas, esantis 3p24 chromosomoje ir priklausantis branduolio
receptoriy RAR klasei. RAR branduolio receptoriy klasei priklauso trys
skirtingi genai (o, B ir y). Tai transkripcijos veiksniai, kuriy raiSka vyksta
skirtingais organizmo vystymosi etapais. Manoma, kad RARB yra svarbus
epiteliniy Igsteliy augimo reguliavimui bei kancerogenezés procesui [124].
RAR $eimos receptoriai biina lastelés citozolyje ir branduolyje. Sios $eimos
receptoriy ligandas yra retinoiné riigsStis, vitamino A biologiSkai aktyvi forma,
kuri svarbi lastelei dalytis, diferencijuotis ir perduoti morfogenezés signalams
[125].

Susilpnéjusi RARB geno raiSka vézinése lastelése yra siejama su
promotoriaus regione esanciy CpG saly metilinimo pakitimais. Geno
hipermetilinimas aptinkamas kriities, plauciy, prostatos, gaubtinés Zzarnos,
skrandzio, gimdos kaklelio bei Slapimo piislés navikuose [126]. Literatiiros
duomenimis, geno RARB hipermetilinimo daznis kriities navikuose svyruoja
nuo 10 iki 38 procenty [122, 127-129].

RASSF1 genas (angl. Ras association (RalGDS/AF-6) domain family
member 1) — RAS saveikos domeng turinCiy baltymy Seimos narys. RASSF1
genas yra 3p21.3 chromosomoje, jo produktas RASSF1A baltymas dalyvauja
lastelés ciklo valdymo, apoptozés reguliacijos ir mikrovamzdeliy stabilizacijos

procesuose.
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RASSFIA yra mitozés inhibitorius, sustabdantis lastelés ciklg
metafazéje. Tai svarbu tam, kad chromosomos taisyklingai issirikiuoty
metafazinéje ploksteléje [55]. RASSF1A taip pat dalyvauja apoptozés
reguliacijoje, sagveikaudamas su vienu 1§ Ras (K-Ras) Seimos baltymy, kuris
svarbus inicijuojant apoptoze [130].

Epigenetinis geno RASSF1 nuslopinimas yra vienas i§ daZniausiy
molekuliniy pakitimy navikuose. Sio geno promotoriuje esan¢iy CpG saly
hipermetilinimas nustatytas jvairiy tipy navikuose, tarp jy plauciy, prostatos,
inksty, neuroblastomos, gliomos, kriities. Geny hipermetilinimo dazniai,
nustatomi krities karcinomose, jvairiose publikacijose svyruoja nuo 42 iki
85% [127, 129, 131]. Sitloma metilinta RASSF1 geng laikyti biologiniu
zymeniu diagnozuojant ankstyvuosius veZinius pakitimus Zmogaus organizme
[132].

DAPK1 genas (angl. Death-associated protein kinase) koduoja
serino/treonino kinaze. Genas yra 9 chromosomos trumpajame petyje (9q
34.1), koduojamas produktas DAPK dalyvauja apoptozés procese. DAPK yra
kalcio/kalmodulino reguliuojama baltymy kinazé. Baltymo struktiiroje yra
ankirino pasikartojantis domenas ir mirties domenas, kurie padeda DAPK
sgveikauti su kitais baltymais [133]. Cohen [134] parodé, kad DAPK dalyvauja
TNFa (angl. tumor necrosis factor) ir Fas receptoriy indukuotoje lasteliy
apoptozéje. Nustatytas antimetastazinis [134] ir navikg slopinantis DAPK1
aktyvumas [135]. Hipermetilinimas DAPK1 geno promotoriaus sekoje
koreliuoja su blogomis prognozémis daugelio tipy navikuose: plauciy, inksty,
storzarnés, gimdos kaklelio. Literatiros duomenimis, kraties navikuose
hipermetilinimas varijuoja nuo 16 [136]) iki 50 procenty [137].

GSTP1 genas (angl. glutathione S-transferase pi 1) koduoja
kenksmingas medziagas detoksikuojant] fermentg glutation-S-transferaze =«
(GST-m). Genas yra 11 chromosomos trumpajame petyje (11q 13). GST-n
raiSka nepakituosiuose audiniuose intensyviausiai vyksta Slapimtakiy,
virskinimo ir kvépavimo takuose. Padidé¢jes GST-n kiekis siejamas su tam

tikro kancerogeno poveikiu [138], o geno GSTP1 raiskos nebuvimas padidina
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vézio iSsivystymo tikimybe [139]. Be to, uzslopinta geno raiSka turi jtakos
véziniy lagsteliy jautrumui chemoterapiniams vaistams [140].

Metilinimas geno GSTP1 CpG salose nutatytas keliy tipy navikiniuose
audiniuose, tarp jy kriities (nuo 13 iki 31 procenty [128, 140, 141]) ir kepeny, 0
prostatos navikuose nustatytas didZiausias Sio geno hipermetilinimo daznis
(apie 90 procenty).

MGMT genas (angl. O-6-methylguanine-DNA methyltransferase)
koduoja DNR reparacijos fermenta O°-metilguanino DNR metiltransferaze
(EC2.1.1.64). Genas yra 10 chromosomos trumpajame petyje (10q 26). MGMT
pasalina mutageninius ir citotoksinius aduktus nuo guanino nukleotido Sestoje
pozicijoje esancio deguonies ir apsaugo Iastele nuo mutacijy kaupimosi.
MGMT raiSka vyksta visuose nepakitusiuose Zmogaus audiniuose, taiau
baltymo lygis varijuoja tarp organy ir tarp individy.

Zmogaus navikuose MGMT geno mutacijos ar delecijos retos.
Dazniausiai MGMT genas wuzslopinamas dél epigenetiniy pakitimy
promotoriaus regione [142]. Dél nuslopintos MGMT raiSkos padidéja svarbiy
geny (TP53, K-RAS) mutacijy tikimybé. Be to, navikai, kuriuose MGMT yra
metilintas, jautresni terapiniam alkilinanc¢iy pries§véziniy vaisty veikimui [143].
Kruties navikuose Sio geno epigenetiniai pakitimai tyrinéti mazai. Literattiroje
pateikiami MGMT hipermetilinimo dazniai krities navikuose — 8,4 % [121] ir
10 % [144].

Tyrimui atrinkti auksc¢iau aprasyti IHC, genetiniai ir epigenetiniai
zymenys, kuriy padidéjusi raiska, mutacijos ar DNR metilinimas daznali
nustatomi kriities navikuose. Darbe planuota naujai atsiradusiomis zZymeny
raiSkos analizés priemonémis iSanalizuoti placiai klinikingje praktikoje

naudojamus bei naujus, menkai tyrinétus Zymenis.
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3. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODAI

3.1. Tiriamyjy atranka ir tyrimo eiga

Tyrimo ruasis — perspektyvinis Zvalgomasis.

Tyrimo populiacija — 203 pacientés, kurioms tyrimo periodu (2006—
2009 m.) Vilniaus universiteto Onkologijos institute (VUOI) diagnozuota |-
II stadijos pirminé duktaliné kriities karcinoma (3 pav.).

Itraukimo j tiriamaja grupe kriterijai — pirminé duktaliné I-11 stadijos
krities karcinoma (T1NO, TIN1, T2NO, T2N1).

Nejtraukimo  Kkriterijai — antrinis navikas, pirminio naviko

atsikartojimas, pries operacijg taikyta chemoterapija ar kitoks gydymas.

TIRIAMUJU
ATRANKA
Itraukimo Nejtraukimo
kriterijai kriterijai
VUOI Taip Ne Antrinis navikas
di @ — o
la%?i?nz \ / Pirminio naviko
duktaline I-II Klinikiniy duomeny amfkfmmlmaf _
STﬁdijOS kriities regis‘[ra\;imo anketa Pries operacija Tﬁlk}"{'ﬁ
karcinoma chemoterapija ar kitas
gydymas
Méginiy dydis _|
ne maZesnis nei Informacija pacientei apie
1,5 cm? vykdoma tyrima

v
[ Sutikus dalyvauti tyrime - informuoto ]

asmens sutikimo forma

3 pav. Tiriamyjy pacienciy atrankos schema
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Kaip jau buvo minéta, tiriamgja grupe sudaré 203 pacientés, sergancios
ankstyvyjy stadijy (TINO, TIN1, T2NO, T2N1) kriities duktaline karcinoma ir
2007-2009 metais gydytos VUOI klinikoje. Vidutinis pacienc¢iy amzius —56

metai (£12,9), jauniausia pacienté 27 mety, vyriausia — 87 mety (4 pav.).

% 204

1

0 T T T T T T T T T T T
27 33 39 45 51 57 63 69 78 a1 a7

Pacienciy amzius

4 pav. Tiriamosios grupés pacienciy pasiskirstymas pagal amziy

Pagal mediang pacientés suskirstytos j dvi amziaus grupes (27-55 m.,
56-87 m.). Tiriamosios grupés pacienciy pasiskirstymas pagal amziaus grupes,
TNM Kklasifikacijg ir diferenciacijos laipsnj pateiktas 3 lenteléje. T1 ir T2
grupes sudaré panasus pacien¢iy skaiCius: atitinkamai 107 (52,7%) ir 96
(47,3%). Pagal sritiniy limfmazgiy pazeidimo metastazémis laipsnj pusé
pacien¢iy sudaré grupg be pazeidimy — NO — 104 (52,5%), kita pusé — su
pazeidimais: N1 — 64 (32,3%), N2 — 21 (10,6%) ir N3 — 9 (4,6%) asmenys.
Pagal naviko diferenciacijos laipsnj daugumai pacienciy nustatyta vidutiné

(G2) ar bloga (G3) naviko diferenciacija (atitinkamai 38,9% ir 41,4%).
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3 lentelé. Tirtyjy pacienciy pasiskirstymas pagal amziy, TNM
klasifikacijg ir naviko diferenciacijos laipsnij

Amziaus grupé Daznis Procentas
1 (27-55m.) 100 49,3
2 (56-87 m.) 103 50,7
T
1 107 52,7
2 96 47,3
N
0 104 52,5
1 64 32,3
2 21 10,6
3 9 4,6
M
0 203 100
G
1 40 19,7
2 79 38,9
3 84 41,4

T — pirminis navikas (T1 — navikas < 2 cm, T2 - navikas > 2 cm, < 5 cm); N —
regioninés metastazés (NO — regioniniai limfmazgiai nepazeisti, N1 - metastazés 1-3
regioniniuose limfmazgiuose, N2 - metastazés 4-9 regioniniuose limfmazgiuose, N3 -
metastazés 10 ir daugiau regioniniy limfmazgiy); M — atokiosios metastazés (MO —
atokiyjy metastaziy néra); G — naviko diferenciacijos laipsnis (G1 — gerai diferencijuotas,
G2 — vidutiniskai diferencijuotas, G3 — blogai diferencijuotas).

Tyrimo eiga

1. Pacienciy atranka (VUOI diagnozavus pirming duktaling krities
karcinoma).

2. Meéginiy atranka (Valstybiniame patologijos centre (VPC) jvertinus

esamg naviko dydj, histologija).

Atrinkty méginiy Saldymas, fiksavimas, impregnavimas parafinu.

Audiniy mikrogardeliy (TMA) ruoSimas.

[HC, FISH reakcijy atlikimas.

IHC mikropreparaty skenavimas.

Skenuoty vaizdy vizualus patologo vertinimas.

Skenuoty vaizdy skaitmeninio vaizdo analizé.

© © N o U b~ W

Naviko DNR isskyrimas. Genetiniy ir epigenetiniy pazaidy analizé.

10. Sukaupty duomeny analiz¢ statistiniais tyrimo metodais (5 pav.).
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TYRIMO EIGA ]
LN
v
r - . . . \
Tirilamo méginio
fiksavimas,
L impregnavimas parafine
v
'4 ™\
Audiniy mikrogardeliy
ruosimas
L. vy
v
'd 'd ™
Parafininiy Imunohistoche- Mikropreparaty
pjuviu ruosimas miniai tyrimai skanavimas
L L vy
v
[ .
DNR skyrimas - pS - Y
gen.et.iniq/ep.ige— Imunofluores- Skaitmeninio Vizualus
netiniu pazaidu cenciniai vaizdo patologo
\_ analizé L tyrimai S analizé vertinimas
I I |
y
[ DUOMENU ANALIZE ]

5 pav. Tyrimo eiga

3.2. Tyrimo metodai

3.2.1. Méginiy paruoSimas

Naviko méginiai atrinkti i§ 203 pacienciy, VUOI diagnozavus ir VPC
morfologiskai patvirtinus ankstyvaja, t.y. |-l stadijos (TINO, T1N1, T2NO,
T2N1) kruties duktaling karcinomg. Méginiai rinkti 2006-2009 mety
laikotarpiu.

Audiniy mikrogardelés ruostos i§ 10 procenty buferinio formalino tirpale
fiksuoty, parafinu impregnuoty audiniy bloky. Audiniy blokus mikrogardeléms
atrinko gydytojas patologas, vertindamas hematoksilinu ir eozinu (H/E)
dazytus audiniy pjuvius. Atrinkty méginiy H/E mikropreparatai skenuoti 20x
padidinti Aperio Scan Scope GL, skeneriu (Aperio Technologies, Vista, CA,
JAV). Skenuotame viso pjuvio audinio vaizde patologas pazyméjo navikinio

audinio vietas (6 pav). Zyméti vaizdai konvertuoti j Mirax MViewMRXS
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formata, kuris naudotas konstruojant audiniy mikrogardeles pusiau automatiniu
audiniy mikrogardeliy ruoSimo aparatu (3DHISTECH, TMA Master,
Budapestas, Vengrija). IS Zyméty naviko zony imti $e§i 1 mm diametro
méginiai: 4 — TMA IHC analizei, 2 — genetiniams ir epigenetiniams tyrimams
(7 pav.).

6 pav. Hematoksilino-eozino histocheminiu metodu dazyto mikropreparato

skenuotas vaizdas, padidintas 20 x
Raudona spalva paZymétos navikinio audinio zonos, i$ kuriy paimti méginiai tyrimui

7 pav. Zymétas parafino blokas audiniy

mikrogardeliy ruoSimo automate
I§ pazyméty viety konstruojant audiniy mikrogardeles imti
tiriamieji naviko méginiai
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Is 203 pacienciy méginiy paruosta 16 audiniy mikrogardeliy, kuriose
sudéti 812 tiriamieji naviko méginiai. Tyrimui imti 6 kiekvienos pacientés
naviko méginiai (8 pav.).

IHC analizei atlikti pjauti 3 mikrony storio pjiviai (9 pav.), FISH
tyrimams — 4 mikrony storio pjiiviai. 105 pacienc¢iy 1 mm iSgrezti navikinio
audinio fragmentai atrinkti genetinei ir epigenetinei analizei. Darbe analizuoti
zymenys pateikti 10 paveiksle.

8 pav. Vienas audiniy mikrogardelés blokas,
kuriame sudéti 34 pacienciy 136 (34x4) tiriamieji
naviko méginiai

T #5
) 25
@,’;:“ e
i

Sp s

@F—i‘«.{. :

9 pav. Audiniy mikrogardelés pjiivis

Atlikta imunohistocheminé reakcija prie§ zmogaus estrogeny receptorius
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Epigenetiniai pokyciai "
C I‘\\ I"‘I
Genetiniai pokydiai - :

\ a Ji
ps3 | HER2 1

< p —

10 pav. Darbe tirti véZio Zymenys
Atliekant darba buvo tiriami baltymy raiskos (zalia spalva), genetiniai (violetiné spalva) ir
epigenetiniai (pilka spalva) pakitimai bei histologiniai, demografiniai (geltona spalva)
naviko parametrai

3.2.2. Imunohistocheminiai tyrimai

Darbe tirty biologiniy Zymeny baltymy raiSka parafininiuose pjtviuose
analizuota IHC tyrimo metodu naudojant Ventana BenchMark XT dazymo
automatg (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, JAV). Parafininiai
pjuviai po deparafinavimo ksilenu ir dehidratavimo etilo alkoholiu perkelti j
Ventanos plovimo tirpalg. Antigeny epitopams atstatyti naudotas Ventanos
Iasteliy kondicionavimo tirpalas (pH 8,5) — 100°C 36 min. Véliau pjiviai
inkubuoti  monokloniniais antikiinais — 37°C 16 min., naudojant Ventana
Ultraview DAB detekcijos sistemg. Naudoti Sie antikiinai (Ak): Ventana
triusio monokloninis Ak prie§ HER2, klonas — 4B5, Ventana pelés
monokloninis Ak prie§ ER, klonas — SP1, Ventana pelés monokloninis Ak
prie§ PR, klonas — 1E2, Spring triusio monokloninis Ak prie§ AR, klonas —
SP107, DAKO pelés monokloninis Ak prie§ Ki67, klonas — MIB-1, Novocastra

pelés monokloninis Ak prie§ p53, klonas — DO-7, CINtec pelés monokloninis
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Ak pries pl6, klonas — E6H4, DAKO pelés monokloninis Ak pries BCL2
onkoproteing, klonas — 124 , Epitomics triusio monokloninis Ak pries SATBI,
klonas — EPR3895 ir Epitomics triusio monokloninis Ak pries HIF 10, klonas —
EP1215Y (4 lentelé). IHC reakcijos pabaigoje pjiviai kontrastuoti Mayer’s
hematoksilinu, uzdenti dengiamaisiais stikleliais. Teigiamai IHC testo
kontrolei naudoti viso pjiivio krities naviko méginiai, neigiama kontrolé atlikta
tuose paciuose pjtviuose, praleidus IHC reakcijoje vykdomo pirminio antikiino
uzdéjimo etapa. Skaitmeniniai Vvaizdai skenuoti Aperio ScanScope GL
objektiniy stikleliy skeneriu (Aperio Technologies, Vista, CA, JAV) 20x
padidinimu (11-16 pav.).

4 lentelé. Imunohistocheminiam tyrimui naudoti antikinai

Antikiinas Gamintojas Klonas Sk'ed'”ﬁo
santykis

ER Ventana SP1 RTU

PR Ventana 1E2 RTU
HER?2 Ventana 4B5 RTU
AR Spring SP107 1:100
Ki67 Dako MIB-1 1:200
p53 Novocastra DO-7 1:25
pl6 CINtec E6H4 RTU
BCL2 Dako 124 1:50
SATB1 Epitomics EPR3895 1:75
HIFla Epitomics EP1215Y 1500

ER — estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus epidermio
augimo faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 — Igsteliy proliferacijos
zymuo, p53, pl6 — vézio supresoriai, BCL2 — apoptoze slopinantis baltymas, SATB1l —
transkripcijos veiksnys, HIFla — atsakg j hipoksijg kontroliuojantis transkripcijos veiksnys,
RTU — angl. paruostas naudoti.
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Teigiany naviko 95.8991
branduoliy skaiius
Reakcijos intensyvumas | 2
(3+) % branduoliy s
(2+) % branduoliy

(1+) % branduoliy 3.20937
(0+) % branduoliy 4.10087

11 pav. Imunohistocheminé reakcija estrogeny receptoriams nustatyti
Baltymo raiska skaitmeninés analizés biidu jvertinta — ++

Teigiany naviko 62.6924
branduoliy skaiius
Reakcijos intensyvumas
(3+) % branduoliy
(2+) % branduoliy

(1+) % branduoliy 12.3158
(0+) % branduoliy 37.3076

12 pav. Imunohistocheminé reakcija progesterony receptoriams nustatyti
Baltymo raiska skaitmeninés analizés biidu jvertinta — ++
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Teigiamy naviko 63.6254
branduoliy skaiéius
Reakcijos intensyvumas | 1

(3+) % branduoliu m
(2+) % branduoliu 15.2064
(1+) % branduoliu 48.137
(0+) % branduoliu

13 pav. Imunohistocheminé reakcija androgeny receptoriams nustatyti
Baltymo raiska skaitmeninés analizés biidu jvertinta — +

Teigiamy naviko 72.36
lasteliy skaiéius
Reakcijos intensyvumas

3
(3+) % lasteliy m
(2+) % lasteliy 0.006035
(1+) % lasteliy 26.52
(0+) % lasteliy

14 pav. Imunohistocheminé reakcija apoptozés slopinan¢iam baltymui BCL2
nustatyti. Baltymo raiSka skaitmeninés analizés budu jvertinta — +++
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Teigiany naviko

branduoliy skaiius
Reakcijos intensyvumas | 1
(3+) % branduoliy
(2+) % branduoliy

(1+) % branduoliy 1.52809
(0+) % branduoliy 98.3596

25 7%e o

15 pav. Imunohistocheminé reakcija transkripcijos veiksniui baltymui SATB1
nustatyti. Baltymo rai$ka skaitmeninés analizés budu jvertinta — +

Teigiany naviko 6.99631
branduoliy skaiius
Reakcijos intensyvumas
(3+) % branduoliy

(2+) % branduoliy

(1+) % branduoliy

(0+) % branduoliy 93.0037

16 pav. Imunohistocheminé reakcija atsakui j hipoksija kontroliuojantj
baltyma HIF1a nustatyti.
Baltymo raiska skaitmeninés analizés biidu jvertinta — ++
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3.2.3. Vizualus patologo vertinimas

Vizualus patologo IHC baltymy raiskos vertinimas atliktas skenuotame
vaizde kompiuterio monitoriuje (Acer AL2616W). Patologas kieckvieng audiniy
mikrogardelés méginj vertino individualiai. Nepakankamos kokybés méginiali
(suardyta audinio struktiira, iSlikes nepakankamas meéginio kiekis, nekokybiSka
IHC reakcija) toliau neanalizuoti. Toliau neanalizuoti ir tie méginiai, kuriuose
nustatytas dultalinés in situ karcinomos komponentas.

IHC reakcijy rezultatus gydytojas patologas vertino atsizvelgdamas j
ASCO/CAP Dbei FDA Maisto ir vaisty administracijos (angl. Food and Drug
Administration) patvirtintas gaires. Biologiniy zymeny IHC raiSka vertinta
pagal skalg nuo 0 iki 3 (0, 1+, 2+ ar 3+). O ir 1+ neigiamos Zymeny raiSkos
kategorijos sujungtos j vieng neigiamos raiSkos naviky grupe (0/1+).

HER2 IHC teigiama raiSka (3+) konstatuota, kai matoma >10 procenty
invazinio naviko lasteliy intensyviai, nepertraukiamai nusidaziusi lastelés
membrana arba nustatyta HER2 geno amplifikacija FISH tyrimo metodu
(nustatytas HER2 ir SEP17 santykis >2 ar HER2 geno kopijy skai¢iaus
vidurkis lastelés branduolyje >6). Ribiné HER2 geno verté (2+) navike
konstatuota, kai HER2 IHC nustatyta raiSka yra 2+ arba geno amplifikacija
FISH tyrimo metodu yra 1,8-2,0 ar geno kopijy skaiCiaus vidurkis Igstelés
branduolyje yra nuo 4 iki 6 signaly. HER2 neigiamos raiSkos navikas
konstatuotas, kai HER2 IHC nustatyta raiSka — 0/1+ arba FISH tyrimo metodu
nenustatyta geno amplifikacijos (nustatytas HER2 ir SEP17 santykis < 1,8 ar
HER2 geno kopijy skaiciaus vidurkis Igstelés branduolyje < 4).

Kity Zymeny teigiama baltymy raiSka vertinta, atsizvelgiant i nustatyta
baltyma ekspresuojan¢iy naviko lgsteliy skaiiaus tiriamajame audinyje
slenkstine vert¢: ER, PR, HIFloa ir SATB1 >10%, Ki67 ir p16 >14%, AR ir
BCL2 >30%, p53 >5%.
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3.2.4. Skaitmeniné vaizdy analizé

Skaitmeniné vaizdy analizé atlikta naudojant tuos pacius audiniy
mikrogardeliy vaizdus, kuriuos vertino gydytojas patologas.

Skaitmeninés analizés objektyvumas priklauso nuo daugelio veiksniy
[34]. Vienas esminiy reikalavimy — tiksliai atskirti tiriamo audinio navikines
struktiiras. Jei skaitmeniné analizé atliekama ne tik navikiniame audinyje, bet ir
kitose ji supanciuose struktiirose (stromoje, leukocituose, duktalinéje in Situ
karcinomoje), analizés rezultatai ,,praskiedzia“ analizuojamo zymens rai$kos
procentg naviko Igstelése. Savo darbe mes naudojome vieng i§ pirmaujanciy
mikroskopinio vaizdo skaitmeninés analizés platformy — AperioGenie. Sig
sistema ,,apmokéme* tiksliai atpazinti skirtingus krities vézio audinius
sukurdami audiniy atpazinimo klasifikatoriy. Toks automatizuotas audinio
atpazinimas ne tik paspartina analizés procesg, bet ir pasalina Zzmogaus tyréjo
jtakg analizés rezultatams.

Tolesnei analizei naudoti skaitmeninés analizés parametrai: tolygaus
membraninio naviko Igsteliy nusidazymo (HER2 ir BCL2) ir naviko Igsteliy
branduoliy (ER, PR, AR, Ki67, p53, pl16, SATB1 ir HIFla) nusidazymo

procentai. IHC ir skaitmeninés analizés (SA) rezultatai parodyti 17 pav.
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17 pav. Imunohistocheminé reakcija (a) ir skaitmeninés analizés rezultatai (b):
1ab—SATB1, 2 ab—HIFla, 3 a,b—-BCL2

SATBL1 — transkripcijos veiksnys, HIF1a — atsakg j hipoksija kontroliuojantis transkripcijos veiksnys,
BCL2 — apoptoze slopinantis baltymas

Susumuoti kiekvienos pacientés atskirai gauti audiniy mikrogardeliy
analizés duomenys (susumuotos visos ir teigiamos konkrec¢iam IHC Zymeniui
naviko lastelés, apskaiéiuotas teigiamy naviko lgsteliy procentas). Pacientés,
kuriy méginiuose suskai¢iuota <500 naviko Iagsteliy, ] tolesne¢ analizg
nejtrauktos. Tolesnei visy 10 IHC Zymeny skaitmeninei analizei atlikti atrinkti
109 pacien¢iy méginiai, tenking nustatytus tiriamajam méginiui reikalavimus.

Sukurto skaitmeninés analizés klasifikatoriaus tikslumas — 98,7 procenty,

jautrumas — 98,1 procenty ir specifiSkumas — 99,3 procenty (18 pav.).
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18 pav. Sukurto AperioGenie Kklasifikatoriaus rezultatai

Klasifikatorius atskiria skirtingas audinio stukttiras: mélyna spalva paZymétas navikinis audinys, zalia
— stroma, geltona — stiklas

Sukurtas klasifikatorius naudotas kartu su branduoline Nuclear v9 ir
membranine Membrane v9 Aperio analizémis. Analizuoti pasirinktas tik
navikinio audinio komponentas. Skaitmeninis algoritmas nurodo, kokiu
intensyvumu ekspresuojamas tiriamasis zymuo (Silpnu, vidutiniu ar stipriu)

bei suskaiciuoja, kiek Igsteliy ekspresuoja analizuojamg baltyma (19, 20 pav.).

19 pav. Skaitmeniné imunohistocheminio Ki67
branduolinio Zymens tyrimo analizé
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20 pav. Skaitmeniné imunohistocheminio membraninio zymens —

zmogaus epidermio augimo faktoriaus receptoriaus 2, tyrimo analizé
Raudona spalva pazymeétos intensyviai baltyma ekspresuojanéios naviko lastelés (HER2 3+), oranZine
spalva — paribinés ekspresijos lgstelés (HER2 2+), geltona spalva — silpnos ekspresijos lastelés (HER2
1+). Mélyna spalva pazymétos HER2 baltymo neekspresuojancios lastelés (HER?2 0).

3.2.5. Imunofluorescenciniai tyrimai

HER2 geno amplifikacija buvo nustatyta dviejy zondy PathVysion HER2
FISH rinkiniu (Abbott-Vysis, Inc., Downers Grove, IL, JAV). 4 um parafinu
impregnuoti méginiy pjaviai perkelti ant objektiniy stikleliy, turinéiy
elektrostatinj kriivj, inkubuoti per naktj 56°C temperatiiroje. Véliau pjiviai
deparafinuoti ksilene, dehidratuoti etilo alkoholiu ir dziovinti ore. Tolesnio
reakcijos etapo metu po pjuviy paruosimo naudojant 0,2N HCI tirpalg 20 min.
ir specialy Path Vysion 80°C tirpala 30 min., méginiai buvo apdorojami
proteazes 37°C tirpalu 26 min. Hibridizavimo tirpalas, sudarytas i$ tiesiogiai
zyméty dviejy zymiy — SpectrumGreen, 17 chromosomos centromeros
(CEP17) ir SpectrumOrange — HER2 geno lokusui Zyméti buvo uzlasintas ant
tirlamyjy méginiy. Tolesnio reakcijos etapo metu méginiy pjuviai denatiiruoti
hibridizatoriuje  (DAKO Diagnostics, Glostrupas, Danija) 5 min. 72°C
temperatiiroje ir hibridizuoti 19 val. 37°C temperatiiroje. Neprisijunge Zymens
fragmentai du kartus plauti karstu 72°C SSC ir 0,3% NP-40 tirpaly miSiniu 2
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min.  Branduoliai kontrastuoti DAPI tirpalu, méginiy pjiviai uzdengti
dengiamgja medziaga (Invitrogen Corporaton, Carlsbadas, JAV). Kartu su
tirlamaisiai meéginiais buvo tiriami ir kontroliniai amplifikuoti bei
neamplifikuoti méginiai. Tyrimo rezultatai vertinti fluorescenciniu Zeiss
mikroskopu  (Zeiss, Axio Imager.Z2, Gottingenas, Vokietija).
Mikroskopavimui naudoti atskiri — zalias, oranzinis ir trigubas — Dapi-FITC-
Cya filtrai.

FISH analizé buvo atlikta tyréjui nezinant IHC tyrimo rezultaty bei

vadovaujantis FDA vertinimo schemomis (8.2.3. skyrius, 21 pav.).

a) b)

21 pav. Zmogaus epidermio augimo faktoriaus receptoriaus 2 fluorescencinés
in situ hibridizacijos tyrimas
a) geno amplifikacijos nenustatyta, b) nustatyta geno amplifikacija

3.2.6. DNR isskyrimas, metilinimo ir geno mutacijy tyrimai

Saldyty ir parafininiy audiniy DNR buvo i§skiriama naudojant organinj
(fenolio-chloroformo) metoda. Parafininiai audiniai (1 mm diametro stulpeliai)
déti 1 1,5 ml mégintuvélj. Parafinas paSalintas jpylus 1 ml ksilolo (Roth).
Meéginiai supurtyti ir inkubuoti 10 min. 55 °C temperatiiroje termopurtykléje.
Po to méginiai centrifuguoti 10 min. 13000 rpm jéga, supernatantas pasalintas.
Sis etapas kartotas. Ksilolas i§ méginiy pasalintas jpylus 1 ml 96% etanolio,

méginiai inkubuoti 10 min. 55 °C temperatiiroje termopurtykléje. Véliau
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centrifuguota 10 min. 13000 rpm jéga, supernatantas pasalintas. Poveikis
etanoliu kartotas. Etanolio likutis iSgarintas atvirus mégintuvélius laikant 37 °C
temperatiiroje.

I mégintuvélj su audiniy pjuviais jpilta 500 pl lizés buferinio tirpalo (50
mM Tris—HCI, Roth), pH 8,5, 1 mM EDTA (Roth) ir 0,5% Tween-20 (Roth),
sumaisyta ir inkubuota 1 val. 55 °C temperatiiroje. Po to jpilta 25 pnl
proteinazés K (20 mg/ml, Fermentas) ir palikta per naktj purtykléje 55 °C
temperatiiroje. Véliau jpilta 500 pl fenolio/chloroformo/izoamilalkoholio
(25:24:1, Roth), méginiai purtyti 10 min., centrifuguoti 10 min. 13500 rpm
jéga. Supernatantas perpiltas j naujg 2 ml mégintuvélj, etapas su
fenolio/chloroformo/izoamilalkoholio  misiniu  pakartotas.  Fenolio ir
izoamilalkoholio likuc€iai pasSalinti j supernatantg jpylus 500 pl chloroformo
(Roth). Méginiai purtyti 10 min. ir centrifuguoti 10 min. 13500 rpm jéga.
Supernatantas surinktas ir perpiltas j naujg mégintuvélj. DNR nusodinta
veikiant 40 pl 5 M amonio acetato (Fluca) ir 1 ml salto (—20 °C) 96% etanolio.
DNR laikoma 2-3 val. —20 °C temperataroje. Centrifuguojama 15 min. 13500
rpm jéga +4 °C temperatiiroje. Supernatantas pasalintas, 0 DNR perplauta Saltu
70% etanoliu ir centrifuguota 15 min. 13500 rpm jéga +4 °C temperatiroje.
Supernatantas pasalintas. Mégintuvélis paliktas atviras 37 °C temperatiiroje,
kol i§garavo etanolio likuc¢iai. DNR istirpinta 20 ul benukleaziniame vandenyje
ir laikyta —20 °C.

Atlikti epigenetinei analizei naudota viena jautriausiy technologijy —
metilinimui jautri PGR arba MSP. Prie§ analiz¢ DNR seka modifikuota:
veikiant natrio bisulfitu, nemetilintas citozinas virsta uracilu, o PGR metu
atpazjstamas kaip timinas; metilcitozinas yra nejautrus bisulfitui ir PGR metu
atpazjstamas kaip citozinas. Si reakcija dar vadinama bisulfitiniu virsmu, jos
metu epigenetiné DNR modifikacija paver¢iama genetiniu pokyciu. Principiné

MSP schema pateikiama 22 pav.
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l 1 etapas. DNR modifikavimas bisulfitu
Nemetilinta DNR Metilinta DNR
5'...gcgtaatggcgateqg... §'...gogtaatggogateg. ..
5'...gugtaatggugatug... 5., ,gc‘gtaatggc‘gatc‘g‘ .
I 2 etapas. Metilinimui jautri PGR
ir  <----caca ttaccac taac
U pradmenys ir NN
1 nemetilinta DNR 5, gugtaatggugatug. ..
M pradmenys ir <-d+cgcattaccgetage
2 nemetilinta DNR _Agﬁgt“tggﬁgnzg“_
U pradmenys ir «-4-caca ttaccae taae
3 metilinta DNR 5'.. .gég:aaugg:gatig. .
i e TN
4 metilinta DNR 5 gogtaatggegateg
l 3 etapas. Elekiroforezé PAA gelyje
Meginys — ] 2 3 4 M
s s s s e
MSP produktas ——— [P "
22 pav. Metilinimui jautrios polimerazes
grandininés reakcijos metodo darbo schema

Audiniy DNR modifikuoti 1 pug DNR 15 min. denatiiruojamas 37°C
temperatiiroje SU 3 M NaOH (Sigma). Véliau DNR 16 val. 50°C temperatiiroje
veikiama natrio metabisulfitu (2,3 M 5pH, Sigma) kartu su hidrochinonu (10
mM, Fluka). IS modifikuotos DNR i$valomos druskos naudojant DNR valymo
kolon¢les Wizard DNA Clean-up System (Promega). Galutinei DNR
modifikacijai gauti DNR su 3 M NaOH inkubuojama 15 min. 37°C
temperatiroje. Tirpalas neutralizuojamas 10 M amonio acetatu, DNR
nusodinama etanoliu. ParuoSta DNR tirpinama benukleaziniame vandenyje ir
laikoma Saldytuve —20°C temperatiiroje.

Metilinimui jautri PGR (MSP) vykdoma naudojant pradmeny poras,
atrankiai sgveikaujancias su metilinta (M reakcija) ir nemetilinta (U reakcija)
DNR seka geno promotoriuje. Dauguma MSP pradmeny pagausina CpG salas,
esancias tirlamy geny promotoriuje arba 1-ame egzone.

PGR reakcija vykdoma 25 ul reakcijos misinio, kurio sudétis: 1-2 pl
modifikuotos DNR, 1 x PGR buferio (Applied Biosystems), 0,4 mmol/L dNTP
(Fermentas), 2,5 mmol/L MgCl, (Applied Biosystems), 1% dimetilsulfoksido
(Fluka), reikalingas pradmeny kiekis (galutiné koncentracija — 6 ng/ul) ir 1,25
vnt. AmpliTag Gold polimerazés (Applied Biosystems). PGR vykdoma
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termocikleryje (Mastercycler Epgradient S, Eppendorf) naudojant §j
temperatiirinj rezimg: 95 °C — 10 min., 35-37 ciklai: 95 °C — 45 sek., pradmeny
jungimosi temperatiira — 45 sek., 72°C — 45 sek. ir 72°C — 10 min. Pradmeny
jungimosi temperatiira varijuoja nuo 58 iki 66°C priklausomai nuo geno. PGR
produktas analizuojamas vykdant elektroforeze¢ 7,5% poliakrilamido gelyje
arba 2% agarozés gelyje (23 pav.). Méginys yra metilintas, jei produktas
nustatomas MSP reakcijos su M pradmenimis arba su M ir U pradmenimis
blidu. Nustacius produktg vykstant reakcijai tik su U pradmeniu méginys

laikomas nemetilintu.

RASSF1
KL T24 K4T K52T K53
SmM UMUMUMUM

T K54T K65T K71T K79T
z U -

RARB
KL KM KI13T K26TK31T K32T K79T K80T H20
SmMUMUMUMUMUMUMUMUMU

N Y .~ . \as L’ e d o

DAPK
KL KM K4T KI3T K35T K38TK5S

2T K53T H20
SmM UMUMUMUMUMUMU

MUMU

23 pav. Poliakrilamido gelio nuotraukos

Analizuotas RASSF1, RARB ir DAPK1 geny promotoriy hipermetilinimas krities
navikuose. Sm — ilgio Zymuo, M — reakcija, kuria nustatoma metilinta geno
promotoriaus seka, U — reakcija, kuria nustatoma nemetilinta promotoriaus seka,
KL - sveiky donory leukocity DNR, KM — in vitro metilinta sveiky donory
leukocity DNR, KxT — kriities karcinomos DNR, T24 — véziniy lasteliy linija

MSP M ir U pradmeny atrankumas tikrintas vykdant reakcija su
nemodifikuota DNR ir naudojant kontroling in vitro metilinta DNR (CpG
Methylase; New England BiolLabs), véziniy lasteliy linijy DNR ir leukocity

DNR kaip neigiamg kontrole. Tar$a kontroliuota atliekant kiekviena tyrima.



Geno TP53 mutacijos tirtos genetiniu analizatoriumi ABI 3130 (Applied
Biosystems), taikant DNR grandinés konformacijos kitimy nustatymo metoda
(SSCP). Siuo metodu identifikavus pakitusj pika toliau vykdyta sekoskaita.

SSCP tyrimui atlikti geno TP53 egzonai (5-9) pagausinti PGR metodu,
naudojant skirtingomis fluorescencinémis zymémis (6-karboksifluoresceinu (6-
FAM) ir 4,7,2°,4°,5°,7’-heksachloro-6-karboksifluoresceinu, HEX) zymétus
prasminius ir antiprasminius pradmenis. Reakcijai naudota: 2 pl GeneAmp 10 x
PGR buferio, 5 mM MgCl,, 0,4 mM dNTP misinio, 1 vnt. AmpliTaqGold
polimerazés, po 0,4 ul (20 uM) 6-FAM Zymeéto prasminio pradmens ir HEX
zyméto antiprasminio pradmens, 0,5 pl DMSO, 100 ng tiriamosios DNR.
Bendrasis vieno méginio reakcijos tiiris nevirSijo 20 ul. PGR reakcija vykdyta:
95°C temperatiiroje — 10 min., 95°C temperatiiroje — 30 sek., pradmeny
jungimo temperatiroje — 30 sek., 74°C temperatiiroje — 1 min., 74°C
temperatiiroje — 10 min. PGR ciklai kartoti 40 karty. Pradmeny jungimo
temperatiira atitinkamy egzony pradmenims: 5 — 58°C; 6 — 60°C; 7 — 60°C; 8 —
58°C ir 9 — 56°C. Po pagausinimo PGR produktas analizuotas 7,5%
nedenatiiruojaniame poliakrilamido gelyje norint jvertinti pagausinto DNR
fragmento kokybe ir kiekybg. Ruostas SSCP analizés miSinys: 0,5 ul PGR
produkto, 0,5 ul GeneScan-500 LIZ arba ROX ilgio standarto (Applied
Biosystems) ir 15ul HiDi formamido. MiSinys perkeltas ant plokstelés ir
analizuoas 3130 genetiniu analizatoriumi (Applied Biosystems). Atskyrimo
terpei naudotas 3130 CAP polimeras, turintis 10% glicerolio ir 1 x EDTA
buferio. Elektroforezé¢ vykdyta 43 min. 15 kV elektros lauke 18 °C ar 35 °C
temperatiiroje. Rezultatai analizuoti naudojant GeneMapper® programa.

Sekoskaita vykdyta ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems) genetiniu
analizatoriumi. Tiriamojo geno TP53 egzonai pagausinti PGR metodu.
Reakcijai naudotas 2ul GeneAmp 10 x PGR buferinis tirpalas, 3,2 ul 25 mM
MgCl,, 1 ul 4 mM dNTP miSinys, 0,1 pl 5 vat./ul AmpliTaqGold polimerazés
(Applied Biosystems), po 0,5ul 20 uM prasminio ir antiprasminio pradmeny,
10,7 ul H20O, 2 pl 100 pg/ml vézinés DNR. Naudotas vieno méginio bendrasis
reakcijos tiiris — 20 pl. PGR reakcija vykdyta: 95°C temperattroje — 10 min.,
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95°C — 30 sek., 60°C — 30 sek., 74°C — 1 min., 74°C — 10 min. PGR ciklai
kartoti 36 kartus. PGR produktas analizuotas 1,5% agarozés arba 7,5%
nedenatiiruojan¢iame poliakrilamido gelyje. Tolesniems etapams atrinkti tik
sékmingai pagausinti PGR produktai.

PGR produktas (DNR konc. — 500 pg/ml) skiestas 100 karty. Sekoskaitos
misinj PGR reakcijai atlikti sudaré 8ul BigDye terminator v3,1 Ready Reaction
mix, 1,6 ul 2 pmol prasminio arba antiprasminio pradmens, 5,8 ul H,O ir 5 pl
PGR produkto. Naudotas bendras vieno méginio reakcijos turis — 20 pl.
Sekoskaitos PGR reakcija vykdyta optimaliomis sglygomis: 96°C
temperatiiroje — 1 min., 96°C — 10 sek., 50°C — 5 sek., 60°C — 4 min. PGR
ciklai katoti 25 kartus.

I$ pagausintos DNR isvalyti nejjungti zyméti nukleotidai, kurie trukdo
vykti sekoskaitos reakcijai. ] pagausintg DNR pridéta 1,25 ul 0,5 M EDTA ir
min., centrifuguoti 30 min. 13000 rpm jéga 4°C temperatiiroje. Supernatantas
pasalintas. Ipylus 60 ul 70% etanolio, centrifuguota 30 min. 13000 rpm jéga,
4°C temperatiiroje, supernatantas paSalintas. DNR dziovinta 37°C
temperatiiroje.

Sekoskaitai paruosti DNR meéginiai iStirpinti 12 pl formamido tirpale ir
perkelti ant plokstelés, kur véliau analizuoti 3130 genetiniu analizatoriumi.
Atskyrimo terpei naudotas 3130 POP-7 polimeras (Applied Biosystems), 1 x
EDTA buferis. Elektroforezé vykdyta 30 min. 15 kV elektros lauke. Gauta seka
analizuota maudojant SeqScape programa, palyginta su geno seka i§ Geny

banko.

3.3. Statistiné analizé

Atlikta duomeny padéties ir sklaidos statistiné analize, kiekybiniai
duomenys pateikti kaip aritmetinis vidurkis + standartinis nuokrypis. Esant
duomeny sklaidos nuokrypiui j kair¢ (HER2, Ki67, HIF1a, SATBI1, p53, p16),

tolesnei parametrinei statistikai naudotos $iy kintamyjy logoritmuotos vertés.
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Kiekybinéms kintamyjy variacijoms jvairiose veiksniy grupése palyginti
naudota vienfaktorin¢ variacijy analizé (ANOVA) pagal Fisherio kriterijy,
pritaikant Bonferroni (Dunn) t testa poriniams palyginimams. Kokybiniy bei
ranginiy dydZiy sgsajoms nustatyti naudota lenteliy analizé, panaudojant %2 ir
Fisherio tikslyji kriterijus; kiekybiniai dydziai $iai ir kitoms neparametrinéms
analizéms dichotomizuoti, atsizvelgiant i jy sklaidos medianas bei mokslinéje
literatiiroje panaudotas ribines vertes. Kiekybiniy dydziy porinéms sgsajoms
jvertinti naudota Pearsono koreliacijos analizé. Daugiamatei kiekybiniy
kintamyjy sasajy analizei atlikti taikyta faktoriné analizé, panaudojant
principiniy komponenc¢iy metoda ir bendraja orthomax veiksniy rotacija.
Faktorinés analizés biidu nustatyty veiksniy vertés panaudotos klasterinéje
analiz¢je, jvertinant tiriamyjy grupés heterogeniskumg. Kintamyjy nustatymo
(tyréjy bei metody) variacijoms jvertinti taikyta sutarimo analizé, naudojant k
statistikg, x vertes nuo 0,81 iki 1,00 vertinant kaip ,,beveik tobulg” sutarimag
[145], rezultatus pateikiant kaip pasvertgja k esant 95% pasiklautinumo
intervalui.  ISgyvenimo  statistinei analizei taikyti Kaplano-Meierio
iSgyvenamumo ir Coxo regresijos metodai. Taikytas statistinio patikimumo
lygmuo p<0,05. Statistiné analiz¢ atlikta SAS 9,2 programiniu paketu.

3.4. Etiniai aspektai

Prie§ pradedant tyrimg pacientés supazindintos su tyrimo tikslu ir eiga,
pateikiant informuoto asmens sutikimo formg. Savo sutikimg dalyvauti tyrime
pacientés patvirtino parasu.

Tyrimas pradétas gavus Lietuvos bioetikos komiteto leidima (2007-08-03
Nr.: 33), 1 priedas.
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4. REZULTATAI

4.1. Imunohistocheminiy Zymeny raiskos skaitmeninés analizés

kalibravimas

Skaitmeninei IHC analizei atlikti naudotas AperioGenie membraninis ir
AperioGenie branduolinis algoritmai. Siekiant kalibruoti pasirinktus analizés
algoritmus, jie lyginti su kitomis to paties objekto matavimo sistemomis.
Skaitmeninés branduoliniy IHC Zymeny analizés rezultatai lyginti su
stereologinés skaitmeninio vaizdo analizés rezultatais, membraniniy [HC
zymeny analizé — su kito gamintojo skaitmeninés analizés bei FISH rezultatais.
Visy analiziy rezultatai palyginti tarpusavyje bei su gydytojo patologo

vizualaus vertinimo rezultatais.

4.1.1. Baltymy raiSkos skaitmeninés analizés rezultaty palyginimas su

patologo vertinimo rezultatais

Baltymy raiSkos IHC tyrimy rezultatus gydytojas patologas vertino
analizuodamas monitoriuje matomg skenuota TMA mikropreparaty vaizdg.
Pirmame analizés etape gydytojas patologas vertino méginiy kokybe.
Nekokybiski meéginiai (suardytas audinio vientisumas, nepakankamas
navikinio audinio kiekis, dazymosi artefaktai) ir méginiai, kuriuose nustatytas
in situ duktalinés karcinomos komponentas, nenaudoti tolesnei analizei. Toliau
analizuojamus méginius TMA gydytojas patologas vertino individuliai, IHC
tyrimy rezultatai apskaiCiuoti susumavus kiekvienos pacientés visy méginiy
analizés rezultatus, véliau apskaiCiuotos vidurkiy vertés. IHC tyrimy rezultatai
apskaiciuoti vadovaujantis CAP gairémis. Ty paciy TMA IHC vaizdy
skaitmeniné analizé atlikta naudojant tik kokybiskus TMA méginius. Tolesnei
analizei naudotas skaitmeninés analizés budu apskaiCiuoty teigiamy naviko
lasteliy branduoliy (ER, PR, AR, Ki67, p53, p16, SATB1 ir HIF1a) ir Igsteliy
su nepertraukiamu membraniniu nusidazymu (HER2 ir BCL2) procentas

(kiekvienos pacientés visuose ] analiz¢ patekusiuose méginiuose apskaiciuotas
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teigiamos ir neigiamos raiSkos naviko lasteliy skaicius). | tolesng¢ analize
itrauktos pacientés, kuriy meéginiuose suskaiciuota >500 naviko lgsteliy
(n=109). Atrinkti méginiai analizuoti naudojant daugiavariacing 10 IHC
zymeny analiz¢. Siekiant palyginti skaitmening IHC baltymy raiskg su
patologo vizualiu vertinimu, pasirinktos vizualaus vertinimo vidurkiy ir
skaitmeninés analizés metodu nustatytos bendrosios méginiy raiskos
procentinés reikSmés. Visy tirty Zymeny koreliacija tarp skaitmeninés
AperioGenie (branduolinés ir membraninés) analizés rezultaty ir patologo

vertinimo rezultaty labai stipri (24, 25 ir 26 pav.).
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n=186
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Vizualus patologo vertinimas

24 pav. Lasteliy proliferacinio Zymens raiskos vizualaus patologo
vertinimo rezultaty koreliacija su skaitmeninés AperioGenie analizés
rezultatais
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25 pav. Estrogeny receptoriy raiskos vizualaus patologo vertinimo
rezultaty koreliacija su skaitmeninés AperioGenie analizés rezultatais
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26 pav. Progesterony receptoriy raiskos vizualaus patologo rezultaty
koreliacija su skaitmeninés analizés vertinimo rezultatais
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4.1.2. Baltymy raiskos dviejy skaitmeniniy analiziy rezultaty palyginimas

AperioGenie membraniniy analiziy rezultatams palyginti pasirinktas
HER2 biologinis zymuo (n=160). IHC analizés rezultatai audiniy
mikrogardelése jvertinti naudojant membraninj AperioGenie analizés algoritma
ir HER2-CONNECT™ (Visiopharm, Hoersholm, Danija) analize (27 pav.).

Tarp abiejy skaitmeniniy analiziy rezultaty koreliacija buvo labai stipri, r =
0,879 (28 pav.).

27 pav. Skaitmeniné HER2-CONNECT™ analizé: Zalia
spalva pazymétos HER2 teigiamos naviko lasteliy
membranos (3+)
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28 pav. Istisinio lgsteliy membrany dazymosi (Aperio) ir HER2-
CONNECT™ membrany vientisumo indekso rezultaty palyginimas

4.1.3. Baltymy raiSkos skaitmeninés analizés rezultaty palyginimas su

analizés fluorescencinés in situ hibridizacijos rezultatais

Membraniné skaitmeniné HER2 IHC analizé lyginta su vizualaus
patologo vertinimo rezultatais ir ,,aukso standarto* - FISH tyrimo metodu
gautais rezultatais (n=152)[146]. Visos analizés atliktos naudojant tas pacias
audiniy mikrogardeles. Patologas IHC tyrimo rezultatus vertino dviejy ménesiy
laikotarpiu du kartus (VV1 — pirmasis patologo vertinimas, VV2 — antrasis
patologo vertinimas). Kiekvieng naviko méginj, esantj audiniy mikrogardelése,
patologas vertino individualiai, apskai¢iuodamas HER2 THC tyrimo reikSmg
(0, 1+, 2+ ir 3+). Atliekant tolesne analiz¢ navikai, kuriuose nustatyta neigiama
HER2 IHC raiska, sujungti j vieng grupe (0/1+). FISH tyrimas atliktas
rankiniu biidu, tyréjui nezinant THC HER2 tyrimo rezultaty. HER2 FISH
tyrimo duomenys interpretuoti vadovaujantis FDA patvirtintomis duomeny
skai¢iavimo schemomis, kuriose teigiama HER2 geno amplifikacija nustatoma

HER2/CEP17 santykiui esant didesniam uz 2. FISH analizei pasirinktas
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tinkamiausias vienas i$ keturiy kiekvienos pacientés naviko méginys, kuriame
jvertinta 20 naviko 1asteliy branduoliy.

Pradiniai HER2 IHC (vizualaus ir skaitmeninio) bei FISH tyrimo
vertinimo duomenys pateikti 6 lenteléje. Skaitmeninés analizés ir abiejy
patologo vertinimy reik§més daugumos HER2 neigiamy (0/1+) ir teigiamy
(3+) naviky kategorijy grupése sutapo su skaitmeninés analizés rezultatais
(kappa=0,86). Didziausia vertinimo variacija matoma tik HER2 IHC tyrimo
2+ kategorijoje. Palyginus gautus rezultatus su FISH tyrimo reik§mémis,
matyti, kad 5 FISH tyrimu nustatyti HER2 teigiami pacien¢iy méginiai pateko j
sujungta HER2 IHC tyrimu nustatyta neigiamy naviky kategorija (0/1+), IHC
tyrimo rezultatus vertinant tiek vizualiai, tiek naudojant skaitmenine vaizdo
analize (5 lentelé). | HER2 neigiamy naviky kategorija pirmojo patologo
vertinimo metu pateko papildomi dar 3, tolesniu — 2 paciendiy méginiai.
Atlikus jy FISH tyrimg, gauti teigiami HER2 geno amplifikacijos rezultatai.
Daugiausia teigiamy HER2 méginiy HER2 2+ ir 3+ grupése nustatyta SA
(3+16=19), maziau antruoju patologo vertinimu (VV2) (2+15=17) ir pirmuoju
patologo vertinimu (VV1) (2+14=16). Taciau, skaitmeninés analizés
rezultatais, j 3+ naviky kategorijg pateko 4 méginiai, kai, atlikus HER2 FISH
tyrimg, gauti neigiami HER2 rezultatai. Tie patys 4 méginiai VV1 ir VV2
vertinimu pateko ] HER2 3+ arba 2+ grupe (6 lentel¢).

Panaudojus HER2 analiz¢ kaip modelj skaitmeninés lIgsteliy plazminés
membranos baltymy raiSkos analizés patikimumui jvertinti nustatyta, kad
HER2 raiskos krities vézio audinyje skaitmeninés vaizdo analizés rezultatai
atitiko patologo vertinima (kappa=0,86) ir leidzia tiksliau nustatyti
amplifikuoto (HER2 FISH) krities vézio atvejus. Naudojant SA buvo tiksliau
atrinkta FISH tyrimu nustatyty HER2 teigiamy méginiy grupé. Keli
nesutapimo atvejai traktuotini kaip biologinio naviko netolygumo

(heterogeniskumo) ar testo variacijy pasekmeé.
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5 lentelé. HER2 teigiamy méginiy skaiCiaus santykis skirtingose baltymy
raiSkos kategorijose lyginant patologo vertinimo ir skaitmeninés analizés
rezultatus

IHC metodu FISH metodu nustatyti HER2 teigiami navikai (%)
nustatyta HER2 VV1 VV?2 SA

raisSka

0/+1 8/127 (6,3) 7/120 (5,8) 5/113 (4.4)
2+ 2/8 (25,0) 2/15 (13,3) 3/19 (15,8)
3+ 14/17 (82,4) 15/17 (88,2) 16/20 (80,0)
IS viso 152 152 152

VV1 ir VV2 — pirmasis ir antrasis patologo vertinimai, SA — skaitmeniné analizé¢, HER2 — Zmogaus
epidermio augimo faktoriaus receptorius 2, FISH — fluorescencinis in situ hibridizacijos tyrimas
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6 lentelé. Pradiniai HER2 baltymo raiSkos vizualaus ir
skaitmeninio bei FISH HER2/CEP17 vertinimo duomenys

- HER2/
Eile # CEP17 HER2 CEP17 VV1 VV2 SA
1 0,4 1,8 4,2
2 0,5 2,1 4,4
3 0,5 1,9 3,5
4 0,9 3,0 3,4
) 1,1 3,7 3,5
6 1,3 4,2 3,3
7 1,7 5,4 3,1
8 1,8 5,7 3,2
9 1,8 7,1 3,9

10 2,1 2,7 1,3
11 2,3 4,2 1,9
12 2,4 3,2 1,3
13 2,7 3,8 1,4
14 46 12,6 2,8
15 0,5 1,5 2,9
16 1,2 1,8 1,6
17 1,3 2,3 1,8
18 1,4 5,7 3,9
19 1,6 4,3 2,7
20 4,5 4,5 1,0
21 1,0 4,9 4,7
22 1,5 6,7 4,5
23 1,6 5,3 s
24 2,1 3,8 1,8
25 1,0 2,1 2,1
26 1,3 4,7 3,7
27 1,4 4,1 2,8
28 1,7 5,8 3,5
29 2,0 5,4 2,8
30 2,2 4,3 1,9
31 1,1 4,1 3,7
32 1,2 3,0 2,4
33 1,3 5,0 3,8
34 1,4 3,3 2,4
35 1,5 3,3 2,2
36 34 113 3,4
37 6,5 124 1,9
38 2,3 4,3 1,9
39 1,7 9,0 Sy
40 1,4 2,6 1,8
41 1,5 4,6 3,1

WWWWNNNNNMNNNRPRPRPRRPRPRPRPREPRPNRPRRPRPRPEPRPRRPEPRPRPREPRPRREPREPRRERERPR
WWNWWNNRNNONNNNNNNNNMNNNRPRPRNRRPRPRRPREPNRRPRPRRPREPRPREPREPRRERRPR
WWWWWWWRNRNPNNNRNONNONNNONNNNONNMNNONNNMNNNNNRRPRRRPRPRPREPREPRRERRPR
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42 4,5 4,5 1,0
43 47 10,1 2,2
44 49 11,2 2,3
45 49 155 3,2
46 54 138 2,6
47 59 16,8 2,9
48 6,5 204 3,2
49 6,8 13,6 2,0
50 7,2 22,7 3,2
o1 7,2 232 3,2
52 8,3 22,0 2,7
53 13,1 28,2 2,2
54 1137801885 2,9

VV1 ir VV2 — pirmasis ir antrasis patologo vertinimai, SA — skaitmeniné
analizé, HER2 — Zzmogaus epidermio augimo faktoriaus receptorius 2, CEP 17
— 17 chromosomos centromera, FISH — fluorescencinis in situ hibridizacijos
tyrimas.

WWWWWWWwwWwwwwww
WWWWWWWwwWwwwwww
WWWWWWWwwWwwwwww

4.1.4. Baltymy raiSkos skaitmeninés analizés rezultaty palyginimas su

analizés stereologiniu metodu rezultatais

Skaitmeniné analizé pasizymi geresniu atkartojamumu  (angl.
reproducibility), t.y., pakartotinai atlikus to paties objekto analize tomis
paciomis sglygomis, matavimo rezultatas praktiSkai nesikei¢ia. Tai yra
neabejotinas skaitmeninés analizés pranasumas, palyginti su Zmogaus-tyréjo
vertinimu. Taciau svarbu jvertinti ir skaitmeninés analizés tiksluma (angl.
accuracy), tai yra sisteminj nuokrypj nuo tikryjy (referentiniy) matuojamojo
dydzio verciy. Ir skaitmeniné analiz€, ir Zmogaus—tyréjo vertinimas gali biiti
nukrypes nuo tikryjy verciy — tiesos Kriterijaus, kitaip ,,aukso standarto®. Nors
patologijos ir skaitmeninés analizés tyrimy praktikoje daznai tiesos kriterijumi
pasirenkamas kvalifikuoto tyréjo-gydytojo patologo vertinimas, Sis taip pat
varijuoja ir gali biiti sistemiSkai nukrypes nuo referentiniy verciy. Pavyzdziui,
vertindamas zymenj ekspresuojanciy lgsteliy procenta, patologas paprastai
remiasi vizualiu jspudziu ir pusiau kiekybiniu dydzio jvertinimu. Todél
skaitmeniné analizé (potencialiai tikslesnis jrankis) neturéty biiti kalibruojama

pagal pusiau kiekybinj blogiau atkartojamg zmogaus—tyréjo vizualy vertinima.

60



Miisy darbe skaitmeninés analizés algoritmams kalibruoti naudotas
stereologijos metodu nustatytas tiesos kriterijus [100]. Trys tyréjai
nepriklausomai jvertino 30 ty paciy navikiniy méginiy skaitmeninius vaizdus,
stereologinése gardelése pazymédami Ki67 teigiamus ir neigiamus veéZio
lasteliy branduolius (29 pav.). Nepaisant to, kad tai yra Zmogaus—tyréjo

vertinimas, jis pagristas ne vizualiu jspiidziu, bet individualiu lgsteliy

jvertinimu ir tiksliu suskaiciavimu.

29 pav. Stereologijos metodas. Pasirinkto dydZio stereologiame tinklelyje
Ki67 zymeniui teigiami naviko lasteliy branduoliai pazyméti oranZine,
neigiami — zalia spalvomis

Trijy tyréjy stereologinio vertinimo rezultatai buvo panasiis (pirminiai
duomenys pateikti 30 pav.), skirtingi tyréjai nebuvo reik§mingas variacijy
Saltinis (ANOVA analizés duomenimis p=0,955, 31 ir 32 pav.).
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30 pav. Stereologijos metodas. Trijy tyréjy Ki67 raiskos vertinimo palyginimas
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31 pav. Stereologijos metodas. Trijy tyréjy stereologiniy verciy
rezultaty palyginimas, ANOVA analizés duomenimis p>0,955.
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32 pav. Trijy tyréjy stereologiniy ver¢iy ANOVA analizés rezultatai (p>0,955):
1) koreliacija tarp pirmojo ir antrojo tyréjo Ki67% verciy, 2) koreliacija tarp antrojo ir treciojo tyréjo
Ki67% verciy

Visy trijy tyréjy stereologiniy vertinimy tarpusavio koreliacijos
koeficientai buvo artimi 1 (p<0,0001). AperioGenie branduolinio algoritmo,
stereologiniy vertinimy ir vizualaus vertinimo rezultaty koreliacija pateikta 33
pav. Skaitmeninés analizés rezultatai labai stipriai koreliavo su stereologiniy
vertinimy rezultatais (r = 0,95) ir kiek silpniau — su patologo vizualaus
vertinimo rezultatais (r = 0,86). Pazymétina, kad to paties patologo vizualus ir
stereologinis vertinimas koreliavo silpniau nei patologo vertinimas ir
skaitmeniné analizé. Negana to, ANOVA analizés duomenimis, patologo
vizualaus vertinimo rezultaty vidurkis statistiSkai reikSmingai (p<0,05) skyrési
nuo stereologinio vertinimo rezultaty vidurkio ir buvo beveik 10 procenty
mazesnis. Kita vertus, skaitmeninés analizés ir stereologinio vertinimo
rezultaty vidurkiai statistiskai reikSmingai nesiskyré.

Taigi Ki67 skaitmeninés analizés kalibravimo eksperimentas patvirtino,
kad skaitmeninés analizés rezultatai statistiSkai reikSmingai nesiskyré nuo
stereologiSkai nustatyto tiesos kriterijaus ir yra tinkamas branduoliniy IHC

zymeny raiSkos vertinimo metodas.
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33 pav. Ki67 IHC vizualaus vertinimo (VV), skaitmeninés analizés (SA) ir
stereologinio vertinimo skirtumy analizé (Stereo, ANOVA, p<0,01)
* nustatytas patikimas skirtumas tarp VV ir stereologinio vertinimo rezultaty (p<0,05)

4.2. Krities duktalinés karcinomos imunohistocheminio tyrimo

skaitmeniné analizé

IHC naviko charakteristikos/kiekybiniai skaitmeninio vertinimo rezultatai

pateikti 7 lenteléje.

7 lentelé. Skaitmeninés baltymy raiskos analizés rodikliai duktalinése kriities
karcinomose

Teigiamy

Zymuo ? aV|k_o Standart!nls Min Max Mediana n
asteliy nuokrypis

vidurkis, %
ER 54,8 36,4 0,3 97,7 72,3 190
PR 33,4 34,6 0,01 94,6 13,3 190
HER?2 12,1 19,7 0 82,7 1,6 175
Ki67 27,8 18,7 1,2 88,2 22,2 192
BCL2 41,7 23,4 0,5 75,1 47,9 171
p53 21,3 26,0 0 94,2 10,2 193
pl6 17,0 15,2 0,5 75,9 12,3 193
AR 32,2 24,1 0,4 89,2 33,6 175
HIFla 91 12,0 0,2 62,8 4,8 173
SATB1 8,7 7,5 0,8 56,9 6,8 165

ER — estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zzmogaus epidermio augimo
faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 — lasteliy proliferacijos Zymuo, p53,
pl6 — vézio supresoriai, BCL2 — apoptoze slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys,
HIF1la — atsaka j hipoksija kontroliuojantis transkripcijos veiksnys.
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IHC Zymeny raiSkos (teigiamy naviko Iasteliy %) pasiskirstymas
pateiktas histogramose. Nustatytas ER, PR ir BCL2 raiSkos bimodalinis
pasiskirstymas (34 ir 35 pav.), 0 AR raiskos — bimodalinis
nuokrypiu (35 pav.). Pagal HER2, Ki67, p16, p53, SATB1 ir HIFa zymeny

raiSkg atvejai buvo pasiskirste su nuokrypiu j kaire. Siekiant toliau analizuoti

su kairiuoju

IHC Zymenis atlikta $iy duomeny lognormaliné transformacija, kurios iSraiska

kartu su iSvardyty Zymeny raiskos pasiskirstymu pateikta 36 ir 37 pav.

%o s % 10
1 2
h =190 N n=190
°] Vidurkis = 55+36 Vidurkis = 33+35
Mediana = 72 Mediana = 13
—
Ll =Tl 1] o,,l,l,,|m,‘,r'|
0 12 24 36 ER |4|:C 60 72 84 96 0 10 20 30 PR‘UIHC 50 60 70 80 20

34 pav. Tiriamyjy méginiy pasiskirstymas pagal estrogeny (1) ir progesterony (2)
receptoriy raiska naviko audinyje

BCL2

% 1 % w4

1 . n=171 2

n=175
| _ _ N Vidurkis = 41423

V|du_rk|s =32424 Mediana = 48
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35 pav. Tiriamyjy méginiy pasiskirstymas pagal androgeny receptoriy (1) ir
apoptoze slopinancio baltymo BCL2 (2) raiska naviko audinyje
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36 pav. Tiriamyjy méginiy pasiskirstymas pagal zmogaus epidermio augimo

faktoriaus receptoriaus 2 (1 a,b) ir lasteliy proliferacinio zymens (2 a,b)
raiska naviko audinyje
a) pradiniai duomenys, b) transformuoti duomenys
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37 pav. Tiriamyjy méginiy pasiskirstymas pagal vézio supresoriy p16 (1 a,b) ir p53
(2 a,b), transkripcijos veiksnio (3 a,b) ir hipoksija aktyvinancio baltymo (4
a,b) raiska naviko audinyje
a) pradiniai duomenys, b) transformuoti duomenys
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Luminalinis A ir luminalinis B tipai i$siskyré dazna BCL2 (95% ir 73%,
9 lentelé) bei reta HIF1a (8% ir 20%) Zymeny raiska (p<0,0001), o luminalinis
A tipas dar pasizyméjo ir dazna AR raiska (72%, p<0,0001). HER2 teigiamy
naviky grupéje (LB HER2+ ir HER2+) p53 baltymo raiska konstatuota
atitinkamai 74% ir 64%, taiau statistiSkai reikSmingo p53 baltymo raiskos
skirtumo pagal naviko biologinius tipus nenustatyta. Pazymétina, kad HER2+
naviky grupéje skirtinga BCL2 ir HIF1a Zymeny raiska: luminalinio B HER2+
naviky grupéje BCL2 raiska yra dazna (50%), HIFla - reta (13%), HER2+
grupéje BCL2 raiska — reta (8%), HIF1a — dazna (73%). Nustatyti skirtumai
yra statistiSkai reik§mingi (p<0,0001). Trejopai neigiamy naviky grupéje
nustatyta dazna p16 (79%, p<0,0001) zymens raiska. Sioje naviky kategorijoje
AR (10%) ir BCL2 (23%) zymeny raiska yra reta.

8 lentelé. Baltymy raiSkos daznis duktalinése kriities karcinomose

Zymuo* Daznis Procentas n

Tiriamieji méginiai (n=203)

ER >10% 141 73,0 193
PR >10% 105 54,4 193
HER2 >10% 37 18,2 203
Ki67 >14% 143 74,0 193
AR >30% 89 50,6 176
BCL2 >30% 116 67,4 172
HIFlo >10% 40 22,9 175
pl6 >14% 76 40,6 187
p53 >5% 125 64,8 193
SATB1 >10% 57 33,9 168

* Zymuo ir Zymens teigiamos raiskos naviko lastelése slenkstiné verte.

ER — estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus epidermio augimo
faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 — lasteliy proliferacijos Zymuo, p53 ir
pl6 — véZio supresoriai, BCL2 — apoptoze slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys,
HIF1la — atsaka j hipoksijg kontroliuojantis transkripcijos veiksnys.
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9 lentelé. Baltymy raiSkos dazniai jvairiose biologinio tipo kategorijose

LA LB LB HER2+ HER2+ TN

*

Zymuo nN%) n%)  n(%) n%) n®) P
Tiriamieji méginiai 89 (45) 41 (20) 25(12) 13 (6) 35(17) 203

ER >10% 84 (100) 32 (80) 21 (91) 0(0) 4(12) 193 <0,0001
PR >10% 70 (83) 23 (58) 10 (44) 0(0) 2(6) 193 <0,0001
HER2 >10% 0(0) 0(0) 24 (96) 1335  0(0) 203 <0,0001
Ki67 >14% 42 (50) 39 (98) 17 (74) 12(100)  33(97) 193 <0,0001
AR >30% 53 (72) 20 (54) 8 (35) 5 (45) 3(10) 176 <0,0001
BCL2 >30% 71 (95) 27 (73) 11 (50) 1(8) 6(23) 172 <0,0001
HIFla >10% 6 (8) 7 (20) 3(13) 8 (73) 16 (50) 175 <0,0001
p16 >14% 25 (31) 13 (33) 8 (38) 3(27) 27(79) 187 <0,0001
D53 >5% 47 (56) 30 (75) 17 (74) 8 (67) 23(68) 193

SATB1 >10% 16 (23) 12 (34) 9 (41) 4 (44) 16(52) 168 0,0142

* Zymuo ir Zymens teigiamos raiskos naviko lastelése slenkstiné verté.

Lenteléje pateiktos tik reik§mingos (p<0,05) vertés.
ER — estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus epidermio augimo
faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 — lasteliy proliferacijos Zymuo, p53 ir p16
— véZio supresoriai, BCL2 — apoptozg slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys, HIFlo —
atsaka j hipoksija kontroliuojantis transkripcijos veiksnys, naviko biologinis tipas: LA — luminalinis A,
LB — luminalinis B, LB HER2+ — luminalinis B HER2+, HER2+ — ne luminalinis HER2+, TN —
trejopai neigiamas.

4.3. Duktalinés krities karcinomos genetiné analizé

IStyrus 106 méginius nustatéme, kad daZzniausiai hipermetilinami genai
duktalinése kriities karcinomose buvo RASSF1 (69%) ir ESR1 (pirmas
fragmentas — 50%, antras — 64%). Kiek reciau hipermetilinami buvo geny
MGMT (25%), RARB (20%), GSTP1 (19%) ir DAPK1 (15%) promotoriai.
Ypaé retai epigenetinés pazaidos vyko geny pl6 (5%) ir pld (2%)
promotoriuose. Nustatytos 28% naviky geno TP53 mutacijos.

Dazniausiai hipermetilinty geny ESR1 ir RASSF1 pakitimy daznis sieké
86%, o kartu su geno RARB hipermetilinimu — 90%.

Epigenetiniy ir genetiniy pakitimy dazniai pagal biologin;j kriities naviko
subtipag pateikti 11 lenteléje.

RASSF1 ir ESR1 (ESR1-1 ir ESR1-4) geny hipermetilinimo dazniai buvo
panasiis visuose luminalinio tipo navikuose: luminalinio A tipo navikuose
78%, 52% ir 75%; luminalinio B tipo navikuose 62%, 52% ir 67%, o
luminalinio B HER2+ tipo navikuose atitinkamai 71%, 47% ir 92%. HER2+

tipo navikuose daznas hipermetilinimas nustatytas ne tik geny RASSF1 (67%),
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ESR1-1 (60%) promotoriuose, bet ir geno MGMT sekose (67% (4/106),
santykinai daznai (33%) buvo hipermetilinamas pl16 genas. Geno TP53
mutacijy dazniai didziausi (57%) buvo TN naviky grupéje.

Nustatyta statistiSkai reikSminga sgsaja tarp naviko diferenciacijos
laipsnio ir geny pl4 (p=0,012), RASSF1 (p=0,014) hipermetilinimo bei geno
TP53 (p=0,00001) mutacijy. Metastaziy plitimas j limfmazgius siejosi su geno
GSTP1 hipermetilinimu (p=0,053).

Nustatytos reikSmingos s3sajos tarp epigenetiniy/genetiniy ir IHC
zymeny. Estrogeny receptoriy raiSka, nustatyta skaitmeninés analizés budu ir
suskirstyta j teigiamus ir neigiamus atvejus, siejosi su geny RASSF1 (p=0,023),
ESR1 (p=0,008) hipermetilinimu ir geno TP53 mutacijomis (p=0,006).
Progesterony receptoriy raiSka siejosi su geny pl6é (p=0,038) ir ESR1-4
(p=0,033) hipermetilinimu. Nustatyta reikSminga sgsaja tarp geno TP53
mutacijy ir lgsteliy proliferacijos Zymens Ki67 (p=0,039). Svarbu pazyméti,
kad geno TP53 mutacijos, tirtos genetiniais metodais, statistiSkai reikSmingai
(p=0,011) siejosi su baltymo p53 raiSka, nustatyta IHC tyrimu. Panasus rysys
nustatytas tiriant ESR1 geng, kur promotoriaus Kketvirtojo fragmento
hipermetilinimo statusas statistiSkai reik§mingai (p=0,008) koreliavo su

baltymo raiska.

4.4, Tiriamyjy méginiy analizé pagal naviko biologinj tipa

Atsizvelgiant j patologo ER, PR, HER?2 ir Ki67 IHC vizualaus vertinimo
rezultatus (8 lentelé), tiriamieji méginiai suskirstyti j biologinius tipus. Apie
du trecdaliai naviky buvo luminalinio A (LA; 44%) ir luminalinio B (LB;
20%) tipo navikai. Kitg duktaliniy karcinomy grupe sudaré HER2 teigiami
navikai: luminalinio B tipo (LB HER2+; 12%) ir ne luminalinio tipo (HER2+;
6%) navikai. Trejopai neigiamy (TN; ER-, PR-, HER2-) naviky kategorija
sudar¢ 35 (17%) pacienciy méginiai. Nustatytas statistiSkai reikSmingas
skirtumas tarp biologinio naviko tipo ir ligos stadijos (p=0,0001). Blogai

diferencijuoty naviky (G3) daugiausia nustatyta tarp trejopai neigiamy naviky
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(86%). G3 dominuoja ir tarp ne luminalinio HER2+ (69%) bei luminalinio B
tipo naviky (64%). Tarp luminalinio A tipo naviky G3 nustatytas tik 6 (7%)
atvejais.

TN ir HER2+ navikai dazniau buvo T2 stadijos (atitinkamai 63% ir
62%), o luminalinio A ir luminalinio B HER2+ tipo navikai, turintys hormony
receptoriaus raiskg — T1 stadijos (atitinkamai 61% ir 60%). Nustatytas

statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp naviko biologinio tipo ir T (p=0,00002).

10 lentelé. Tiriamyjy méginiy pasiskirstymas pagal biologinj naviko subtipa

Darametras LA LB LB HER2+ HER2+ TN i
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) P
Tiriamieji 80 (44)  41(20)  25(12) 13 (6) 35(17) 203
meginiai
Amzius, m+SD  56,4+13.2  54,6£13,5 553122  59,8+12,5 55,7+12,5
T 0,00002
T1 54(61)  20(49) 15 (60) 5 (39) 13(37) 107
T2 35(39) 21(51) 10 (40) 8 (62) 22(63) 96
N
NO 45(52)  18(45) 13 (52) 7 (54) 21(64) 104  0,0002
>NO 42 (48)  22(55) 12 (48) 6 (46) 12(36) 94
G
Gl 32(36)  5(12) 2 (8) 0 (0) 1(3) 40 0,0001
G2 51(57)  10(24) 10 (40) 4 (31) 4 (12) 79
G3 6 (7) 26(64) 13 (52) 9 (69) 30(86) 84

Lenteléje pateiktos tik statistiskai reikSmingos (p<0,05) vertés.

T — pirminis navikas (T1 — navikas <2 cm, T2 - navikas > 2 cm, <5 cm); N —regioninés metastazés
(NO — regioniniai limfmazgiai nepaZeisti, N1 — metastazés 1-3 regioniniuose limfmazgiuose, N2 —
metastazés 4-9 regioniniuose limfmazgiuose, N3 — metastazés 10 ir daugiau regioniniy limfiazgiy);
G — naviko diferenciacijos laipsnis (G1 — gerai diferencijuotas, G2 — vidutiniskai diferencijuotas, G3 —
blogai diferencijuotas) naviko biologinis tipas: LA — luminalinis A, LB — luminalinis B, LB HER2+ —
luminalinis B HER2+, HER2+ — ne luminalinis HER2+, TN — trejopai neigiamas.

Vertinant genetiniy Zymeny sasajas su biologiniu naviko tipu nustatyta,
kad geno ESR1-4 hipermetilinimas buvo statistiSkai reik§mingai susijes su
naviko biologiniu tipu ir dazniausiai vyko luminaliniuose navikuose. Su naviko
biologiniu tipu taip pat siejosi geno TP53 mutacijos ir geno pl6

hipermetilinimas.
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11 Lentelé. Epigenetiniy ir genetiniy pazaidy daznis pagal biologinj naviko subtipa

Parametras LA LB LB HER2+ HER2+ TN N D
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

DAPK 8/47 (17) 2122 (9) 4/14 (29) 0/6 (0) 1/16 (6) 105

ESR1-1 2446 (52)  11/21(52) 7/15 (47) 3/5 (60) 7/16 (44) 103

ESR1-4 2432 (75)  12/18 (67) 11/12 (92) 1/4 (25) 4/13 (31) 79 0,0045

GSTP1 8/47 (17) 5/21 (24) 5/15 (33) 2/5(40)  0/16 (0) 104

MGMT 10/47 (21) 6/22 (27) 3/15 (20) 416 (67) 3/16 (19) 106

pl6 1/47 (2) 2122 (9) 0/15 (0) 2/6 (33)  0/16 (0) 106 0,03

pl4 2146 (4) 0/21 (0) 0/14 (0) 0/5 (0) 0/16 (0) 102

p53 5/44 (11) 9/21 (43) 4/15 (27) 2/5 (40) 8/14 (57) 99 0,003

RARB 10/47 (21) 6/22 (27) 0/15 (0) 2/5 (40) 3/21 (19) 105

RASSF1 36/46 (78) 13/21 (62) 10/14 (71) 416 (67) 8/16 (50) 103

Naviko biologinis tipas: LA — luminalinis A, LB — luminalinis B, LB HER2+ — luminalinis B HER2+,
HER2+ — ne luminalinis HER2+, TN — trejopai neigiamas; DAPK1: apoptoze aktyvinancios kinazés
genas, ESR1, ESR2 — estrogeny receptoriaus genai, GSTP1: glutationo S-transferazés pi genas 1,
MGMT: O°-metilguanino DNR metiltransferazés genas, p16, pl4, p53: navikg slopinantys genai,
RASSF1: Ras saveikos domena turinéiy baltymy Seimos genas 1, RARB: retinoinés riigsties
receptoriaus B genas.

4.5. Baltymy raiSkos kriities duktalinés karcinomos audinyje tarpusavio

sgsajos

IHC Zymeny spektro analizei (ER, PR, AR, HER2, BCL2, Ki67, HIFa,
SATBI1, p53, ir pl16) atrinkti 109 pacienciy naviko méginiai, kuriuose, atlikus
skaitmening analiz¢ nustatytas didesnis nei 500 naviko lasteliy skaiGius. Sios
pacienty grupés naviky charakteristikos pateiktos 12 lenteléje ir i§ esmés
atitinka visos pacienty grupés charakteristikas (10 lentelé). Tirty zymeny raiska
jvertinta faktorinés analizés budu. Prie§ faktoring duomeny analize atlikta
porinés koreliacijos analizé. THC zymeny pirminiy verciy koreliacijos

rezultatai pateikti 13 lenteléje.
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12 lentelé. Pagrindinés tiriamosios grupés charakteristikos

Parametras LA LB LB HER2+ HER2+ TN
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) p

Amziaus grupé
1 <55 m. (n=52) 17 (40) 14 (52) 8 (53) 1(17) 12 (67)
2 > 55 m. (n=57) 26 (60) 13 (48) 7 (47) 5(83) 6 (33)
G <0,0001

1 16 (37) 2 (8) 1(7) 0 (0) 0 (0)

2 26 (61) 6 (22) 6 (40) 3 (50) 3(17)

3 1(2) 19 (70) 8 (53) 3 (50) 15 (83)
T

1 28 (65) 13 (48) 8 (53) 3 (50) 6 (33)

2 15(35)  14(52) 7 (47) 3 (50) 12 (67)
N

0 27 (63) 13 (48) 8 (53) 4 (67) 14 (78)

1 16 (37) 14 (52) 7 (47) 2 (33) 4 (22)
Naviko lgsteliy, kuriose nustatyta baltymy raiska, procentai
skaitmeninés analizés duomenimis (vidurkis + standartinis nuokrypis)
ER 80+ 13 62+33 52+£26 2=+1 4+7 <0,0001
PR 53 +31 3836 19+29 2+2 3+4 <0,0001
AR 47 £20 32+23  28+21 33+£15 10=x15 <0,0001
BCL2 56+ 11 46 £24 33427 7+6 18 +£15 <0,0001
HER?2 7+11 7+12 37+£25 64+19 1+£3 <0,0001
Ki67 14+7 40+17 22+12 3115 53+16 <0,0001
p53 13+16 34+32 19+18 17+26 44+35
pl6 14+38 14+12 14+7 104 40=x21 <0,0001
HIFla 9+6 12+10 12+£10 18+13 18+10 <0,005
SATB1 12+7 14+£10 13+10 104 19+18

T — pirminis navikas (T1 — navikas <2 cm, T2 — navikas > 2 cm, <5 cm); N — regioninés metastazés
(NO — regioniniai limfimazgiai nepaZeisti, N1 — metastazés 1-3 regioniniuose limfmazgiuose, N2 —
metastazés 4-9 regioniniuose limfmazgiuose, N3 — metastazés 10 ir daugiau regioniniy limfmazgiy); G
— naviko diferenciacijos laipsnis (G1 — gerai diferencijuotas, G2 — vidutinikai diferencijuotas, G3 —
blogai diferencijuotas) naviko biologinis tipas: LA — luminalinis A, LB — luminalinis B, LB HER2+ —
luminalinis B HER2+, HER2+ — ne luminalinis HER2+, TN — trejopai neigiamas, ER — estrogeny
receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus epidermio augimo faktoriaus receptorius
2, AR — androgeny receptorius, Ki67 — lasteliy proliferacijos zymuo, p53, pl6 — véZio supresoriai,
BCL2 — apoptoze slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys, HIFla — atsaka j hipoksija
kontroliuojantis transkripcijos veiksnys.
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13 lentelé. Baltymy raiskos pirminiy ver¢iy koreliacijos rezultatai

ER PR AR BCL2 HER2 Ki67 p53 plée  HIFla SATB1
ER 1,0000
PR 0,5562  1,0000
AR 0,5651 0,6199 1,0000
BCL2 06950 0,5159 0,4403 1,0000
HER2 10,0148 -2411 -0097 -,1898 1,0000
Ki67  -5022  -3644 -4497 -3804 -1313 1,0000
p53 -1546  -0204 -0731 -2154 0,0602 0,1930 1,0000
pl6 -2583  -2016 -1513 -1058 -0619 0,1363 0,0264 1,0000
HIFlo -4606 -4763 -5118 -4665 0,0130 0,3136 0,0245 0,1499 1,0000
SATB1 -,2651 -2065 -3727 -2572 -0253 0,0877 0,1345 0,0749 0,5159 1,0000

ER — estrogeny receptorius,

PR — progesterony receptorius, HER2 — Zzmogaus epidermio augimo

faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 — lasteliy proliferacijos Zymuo, p53 ir p16 —
véZio supresoriai, BCL2 — apoptoze¢ slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys, HIFla —
atsaka j hipoksija kontroliuojantis transkripcijos veiksnys.

Remiantis minimalia savgja verte 0,84, iSskirti 5 veiksniai, atlikta $iy

veiksniy rotacija ortomax metodu. Rotuoty veiksniy struktira ir kiekvieno

veiksnio jtaka variacijoms pateikta 14 lenteléje. Sie penki veiksniai visi kartu

paaisSkino 80% duomeny rinkinio variacijy.

14 lentelé. Rotuoty veiksniy imunofenotipas krities duktalinéje karcinomoje

Pirmasis Antrasis Treciasis Ketvirtasis Penktasis

veiksnys veiksnys veiksnys veiksnys veiksnys
ER 0,83941 -0,01623 0,06273 -0,10947 -0,13607
PR 0,78891 -0,03484 -0,28622 0,17900 -0,09682
AR 0,77439 -0,22905 0,06032 0,10351 0,00616
BCL2 0,76608 -0,06227 -0,21251 -0,21011 0,03420
HER2 -0,08421 -0,06469 0,93842 0,05171 -0,05224
Ki67 -0,70211 -0,23907 -0,38056 0,18840 -0,04474
p53 -0,11614 0,05720 0,03361 0,95603 0,00840
pl6 -0,18339 0,01554 -0,04829 0,00668 0,97677
HIFla -0,61104 0,57686 -0,04245 -0,11539 0,02041
SATB1 -0,25600 0,89064 -0,03403 0,11291 0,00695

ER — estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus epidermio augimo
faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 — lasteliy proliferacijos Zymuo, p53 ir p16
— véZzio supresoriai, BCL2 — apoptoze slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys, HIF1la
— atsaka ] hipoksija kontroliuojantis transkripcijos veiksnys.
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Pirmasis ir antrasis veiksniai paais$kino didzigjg dalj penkiy veiksniy
variacijy (atitinkamai 43,9% ir 15,7%). Pirmojo ir antrojo veiksnio kriiviai
(pirminiy duomeny jtaka) pateikti 38 paveiksle. Pirmaji veiksnj apibiidina
stipriis teigiami hormony receptoriy (ER, PR, AR) ir BCL2 bei stipris
neigiami — Ki67 ir HIFla kriiviai. Remiantis biologine ir prognozine Siy
zymeny informacija, gauta tiriant kriities karcinomy méginius, bei miisy tyrime
nustatytu statistiSkai reikSmingu rySiu su naviko diferenciacijos laipsniu, Sis
pirmasis veiksnys interpretuotas kaip naviko ,,IHC metodu nustatyta
diferenciacijos laipsnis“ (i-G): navikai, kuriuose vyrauja hormony receptoriy ir
BCL2 raiska — mazo IHC diferenciacijos laipsnio (i-G-mazas) ir navikali,
kuriuose vyrauja Ki67 ir HIF1a raiska — didelio IHC diferenciacijos laipsnio (i-
G-didelis). Antrasis veiksnys, teigiamai susij¢s su SATBL ir HIFla raiSka
(veiksnio kriiviai atitinkamai 0,89 ir 0,58), pavadintas SATB1/HIFla (38
pav.).
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Pirmasis veiksnys (43,85%)
38 pav. Pirmojo ir antrojo veiksniy krtiviai

ER — estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus
epidermio augimo faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 —
lasteliy proliferacijos zymuo, p53, p16 — vézio supresoriai, BCL2 — apoptoze
slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys, HIFla — atsaka i}
hipoksija kontroliuojantis transkripcijos veiksnys.
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Pirmojo ir antrojo veiksniy vertés (39a pav.) pateiktos atitinkamose
histogramose (39b ir 39c pav.). Histogramose matomas bimodalinis pirmojo
veiksnio (i-G) ir normalus antrojo veiksnio (SATB1/HIFla) veréiy
pasiskirstymas. Atitinkamai méginiy grupés heterogeniSkumas pasireiskia ir
iSsibarstymo diagramoje (39a pav.). Atsizvelgus j Klinikines ir patologines
naviky charakteristikas, tiriamieji méginiai padalyti j kelias i-G grupes: mazo
IHC diferenciacijos laipsnio — i-G-mazas (pirmojo veiksnio verté > -0,5) ir
didelio IHC diferenciacijos laipsnio — i-G-didelis (pirmojo veiksnio verté < -
0,5) ir kelias SATB1/HIFla grupes: SATB1/HIFlo-mazas (2-0jo veiksnhio
verté <0) ir SATB1/HIF1la-didelis (antrojo veiksnio verté >0).
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b) Pirmojo veiksnio ver¢iy histograma c) Antrojo veiksnio ver¢iy histograma

39 pav. Pirmojo ir antrojo veiksniy pasiskirstymas (a,b,c)
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Treciasis, ketvirtasis ir penktasis veiksniai kartu sudaré likusig dalj
(40,5%) variacijy (atitinkamai 14,6%, 13,5% ir 12,4%). Sie veiksniai i$siskyré

stipriais teigiamais vieno zymens kriiviais ir atitinkamai pavadinti: treciasis

veiksnys — HER?2, ketvirtasis veiksnys — p53 ir penktasis veiksnys — p16. Siy

veiksniy verciy pasiskirstymas buvo normalus.

4.6. Imunohistocheminiy Zymeny deriniy sasajos su kriities duktalinés

karcinomos charakteristikomis

IStirtos penkiy veiksniy, i$skirty i$ atrinkty IHC Zymeny deriniy sgsajos

su kitais jprastiniais kraties duktalinés karcinomos parametrais: biologiniu

subtipu, diferenciacijos laipsniu (G), naviko stadija (T), limfmazgiy bukle (N)

ir HER2 statusu (15 lentelé).

15 lentelé. Penkiy veiksniy s3sajos su jprastinémis kriities duktalinés

karcinomos charakteristikomis

i-G SATB1/ HER2 p53 pl6
n -didelis HIFla -didelis -didelis -didelis
-didelis

Tiriamoji grupé 109
Amziaus grupé p<0,03 p<0,003
1 <55 m. (n=52) 52 19 (37) 28 (54) 20 (38) 39 (75) 28 (54)
2 >55 m. (n=57) 57 17 (30) 29 (51) 34 (60) 27 (47) 30 (53)
G p<0,00001

1 19 0 (0) 12 (63) 10 (53) 7(37) 12 (63)

2 44 9 (21) 26 (59) 27 (61) 30 (68) 22 (50)

3 46 27 (59) 19 (41) 17 (37) 29 (63) 24 (52)
T

1 58 16 (28) 31 (53) 33 (57) 37 (64) 27 (47)

2 51 20 (44) 26 (51) 21 (41) 29 (57) 31(61)
N

0 66 25 (38) 36 (55) 30 (45) 40 (61) 35(53)

1 43 11 (26) 21 (49) 24 (56) 26 (60) 23 (53)
Biologinis naviko p<0,0001 p<0,00001 p<0,002
subtipas
LA 43 0 (0) 29 (67) 25 (58) 23 (53) 26 (60)
LB 27 7 (26) 10 (37) 10 (37) 19 (70) 8 (30)
LB HER2+ 15 6 (40) 7 (47) 12 (80) 10 (67) 8 (53)
HER2+ 6 6 (100) 2 (33) 6 (100) 2 (33) 1(17)
TN 18 17 (94) 9 (50) 1 (6) 12 (67) 15 (83)
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T — pirminis navikas (T1 — navikas <2 cm, T2 — navikas > 2 cm, <5 cm); N — regioninés metastazés (NO
— regioniniai limfmazgiai nepazeisti, N1 — metastazés 1-3 regioniniuose limfmazgiuose, N2 — metastazés
4-9 regioniniuose limfmazgiuose, N3 — metastazés 10 ir daugiau regioniniy limfmazgiy); G — naviko
diferenciacijos laipsnis (G1 — gerai diferencijuotas, G2 — vidutiniskai diferencijuotas, G3 — blogai
diferencijuotas) naviko biologinis tipas: LA — luminalinis A, LB — luminalinis B, LB HER2+ — luminalinis
B HER2+ , HER2+ — ne luminalinis HER2+, TN — trejopai neigiamas.

Pirmasis naviko veiksnys i-G buvo susijes su naviko biologiniu tipu
(p<0,0001): visi HER2 teigiami (n=6) ir 94 % (n=17) TN krities duktalinés
karcinomos atvejai bei didelé luminalinio B (11/31, 35,5%) ir luminalinio B
HER2+ (10/17, 58,8%) dalis pateko j i-G-didelis naviky kategorijg. Tuo tarpu
luminalinio A tipo navikai (n=43) i $ig naviky kategorija nepateko.

Pirmasis naviko veiksnys i-G buvo glaudziai susijes su diferenciacijos
laipsniu (p<0,0001, 40 pav.): visi G1 atvejai buvo i-G-mazas (n=19), dalis G2
ir didzioji dalis G3 atvejy buvo i-G-didelis (atitinkamai 21% ir 58%). i-G
naviko veiksnys nebuvo statistiSkai reikSmingai susijes su pacienty amziumi,

naviko stadija bei limfmazgiy biukle.

G

1
2
3

T T T I T

0 10 20 a0 40 50
Pirmasis naviko veiksnys i-G:

B1i-G-mazas B i-G-didelis

40 pav. Pirmojo veiksnio i-G sasajos su naviko diferenciacijos laipsniu

Treciasis veiksnys (HER2) buvo statistiskai patikimai susijes su vyresnio

amziaus pacienty grupe ir atitinkamai su naviko biologiniu tipu (15 lentelé).
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Svarbu tai, kad reik§minga dalis luminalinio A ir luminalinio B tipo naviky bei
vienas TN tipo naviky atvejis buvo HER2-G-didelis kategorijos, kas susij¢ su
santykinai mazos HER2 teigiamos raiSkos ribinés vertés parinkimu
dichotomizuojant veiksniy vertes.

Penktojo veiksnio (pl6) aukstesnés raiskos vertés dominavo TN tipo
naviky atvejais (83%). Antrojo (SATB1/HIFla) ir ketvirtojo (p53) veiksniy
sasajy su Jprastinémis kriities duktalinés karcinomos charakteristikomis
nenustatyta (15 lentelé).

IHC biologiniy tipy profilis analizuotas vienmatés variacijos analizés
(ANOVA) metodu, veiksniy vertes naudojant kaip priklausomus kintamuosius.
Sios analizés biidu nustatyti IHC profiliai pateikti 41 paveiksle.

Veiksniy vertés

1.5
1.0

0.5+

0.0 \rq

05— h\ﬂ

1.0
154
I I I I I
Pirmasis Antrasis Treciasis Ketvirtasis  Penktasis
veiksnys veiksnys veiksnys veiksnys veiksnys
Biologiniai naviko tipai: LA - , LB - , LB HER2+ - —,

HER2+ - = TN- =&

41 pav. Biologiniy tipy profiliai pagal i$skirty 5 veiksniy vertes

Naviko biologinis tipas: LA — luminalinis A, LB — luminalinis B, LB HER2+ —luminalinis B
HER2+, HER2+ — ne luminalinis HER2+, TN — trejopai neigiamas. Pateikti veiksniy ver¢iy
vidurkiai, nustatyti variacijy analizés (ANOVA) badu.
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Nustatytas statistiSkai reikSmingas (p<0.0001) pirmojo, trec¢iojo ir
penktojo veiksniy ANOVA analizés modelis. Pazymétina, kad (1) luminalinio
A, (2) luminalinio B su luminalinio B HER2+ ir (3) HER2+ su TN tipy navikai
sudaro tris atskirus pirmojo veiksnio pogrupius (nustatytas statistiSkai
reikSmingas S$iy grupiy porinis palyginimas). Treciojo veiksnio (HER?2)
pasiskirstymas atitiko apibréztus biologinius tipus, nors luminalinio A tipo
navikai turéjo Siek tiek didesnes veiksniy vertes nei luminalinio B tipo navikai
(atlikus porinj Siy grupiy palyginima, statistiSskai reikSmingo skirtumo
nenustatyta). Penktasis veiksnys (pl6) iS kity veiksniy iSsiskyré zenkliai
didesnémis veiksnio reikSmémis TN tipo naviky kategorijoje (p<0,05). Poriné
pl6 variacijos palyginimo analizé¢ rodo tuos pacius statistiSkai reikSmingus
skirtumus (12 lentelé).

Perspektyviai buvo renkami duomenys apie tolesne ligos eiga
registruojant ligos recidyvo ir paciento mirties jvykius. IS viso surinkta 200
pacienciy duomenys apie ligos eigg. Vidutiné stebéjimo trukmé buvo 34 meén.

(nuo 11 iki 44 mén.). Stebéjimo laikotarpiu liga recidyvavo 29 pacientéms,

miré 15.
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T — pirminis navikas (T1 — navikas <2 cm, T2 — navikas >2 cm, < 5 cm)
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Atlikta Kaplano-Meierio ir Coxo regresijos analizé naudojant klinikos,
patologijos, IHC ir molekuliniy Zymeny rinkinius, leido nustatyti tik patikima
naviko stadijos (T) jtaka iSgyvenamumui nesant recidyvo: T2 stadija buvo
susijusi su blogesne prognoze (42 pav., p<0,05). Kity patikimy prognoziniy
poZymiy nustatyti nepavyko dél santykinai trumpos steb¢jimo trukmés ir
nedidelio recidyvy daznio ankstyvosios duktalinés krities karcinomos

pacienciy grupéje. Tirty pacienciy stebésena yra tgsiama.

4.7. Kriuties duktaliniy karcinomuy, turin¢iy hormony receptoriu raiska,

imunofenotipo faktoriné analizé

HR+ naviky imunofenotipo analizé atlikta analizuojant 85 pacienciy
luminalinio A, luminalinio B ir luminalinio B HER2+ tipo naviky méginius.

Rotuoty veiksniy struktira pateikta 15 lenteléje.

15 lentelé. Kruties duktalinés karcinomos grupés, turin¢ios hormony receptoriy
raiSka, rotuoty veiksniy struktiira

Pirmasis Antrasis Trediasis Ketvirtasis Penktasis

veiksnys veiksnys veiksnys veiksnys veiksnys
ER -0,47598 -0,10090 -0,60245 -0,10337 -0,16151
PR -0,35541 -0,67714 -0,31955 0,29194 0,00229
AR -0,55499 -0,39729 -0,39127 0,24653 0,27274
BCL2 -0,48636 -0,34242 -0,31599 -0,38459 -0,01865
HER2 0,00251 0,87192 -0,15417 0,25187 0,08731
Ki67 -0,01734 -0,04969 0,82934 0,10271 -0,15723
p53 0,04843 0,05677 0,12929 0,88141 -0,12610
pl6 -0,03786 0,06404 -0,09880 -0,12972 0,95100
HIFla 0,84950 0,06950 0,12918 -0,09585 0,05170
SATB1 0,87715 -0,08281 -0,20321 0,16228 -0,07999

ER — estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus epidermio augimo
faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 — lasteliy proliferacijos zymuo, p53 ir p16
— vézio supresoriai, BCL2 — apoptoze slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys, HIF1la
— atsaka ] hipoksija kontroliuojantis transkripcijos veiksnys. Pateikta nustatyty veiksniy kriiviy
struktiira.

Pirmojo ir antrojo veiksnio kriiviai pateikti 43 ir 44 paveiksluose. Visi

penki Sie veiksniai kartu paaiskino 77% duomeny rinkinio variacijy.
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Pirmasis veiksnys (31,06%)

43 pav. Krities duktaliniy karcinomy, turiné¢iy hormony
receptoriy raiska, rotuoty veiksniy strukttira: pirmojo ir
antrojo veiksniy kriiviai

ER - estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus
epidermio augimo faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 —
lasteliy proliferacijos zymuo, p53 ir pl6 — véZio supresoriai, BCL2 — apoptoze
slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys, HIFla — atsaka j hipoksija
kontroliuojantis transkripcijos veiksnys.
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ER - estrogeny receptorius, PR — progesterony receptorius, HER2 — Zmogaus
epidermio augimo faktoriaus receptorius 2, AR — androgeny receptorius, Ki67 —
lasteliy proliferacijos zymuo, p53 ir pl6 — vézio supresoriai, BCL2 — apoptoze
slopinantis baltymas, SATB1 — transkripcijos veiksnys, HIFla — atsaka j hipoksija
kontroliuojantis transkripcijos veiksnys.

Pirmasis veiksnys (31,1% variacijy) buvo panaSus j antrajj veiksnj
(SATB1/HIF1a) visoje tirty pacienty grupéje, taCiau veiksnio struktiira -
skirtinga: §] veiksnj charakterizuoja stipris teigiami HIF1o kraviai, identiski
SATBI ir vidutiskai neigiami AR, ER ir BCL2 kriiviai. Si veiksnio struktiira
rodo atvirkstinj ry§j tarp SATBL ir HIF1a bendrosios raiskos ir AR, ER ir
BCL2 bendrosios raiskos HR+ krities duktalinés karcinomos méginiuose.
Kadangi biologin¢ S§io reiSkinio prasmé néra aiSki, veiksnys pavadintas
“SATB1/HIFlo—AR/ER/BCL2”.

Antrasis ir treCiasis veiksniai vienodomis dalimis paaiSkino turimo
duomeny rinkinio variacijas (atitinkamai 19,8 ir 19,7%). Antrasis veiksnys
charakterizuojamas teigiamu HER2 (0,87) ir neigiamu PR (-0,68) kraviais, o
treciasis veiksnys — teigiamu Ki67 (0,83) ir neigiamu ER (-0,60) kriviais.
Atitinkamai $ie veiksniai buvo pavadinti HER2-PR ir Ki67-ER.

Ketvirtasis (p53) ir penktasis (p16) veiksniai buvo panaSis ] anksciau
nustatytus veiksnius visoje tirty méginiy grupéje ir paaiskino atitinkamai 15,7
ir 13,8% duomeny rinkinio skirtumus.

Visy veiksniy vertés tur¢jo normaly pasiskirstymg ir buvo

dichotomizuotos ties O ribine verte.

4.8. Krities duktaliniy karcinomy, turin¢iy hormony receptoriy raiska,
atrinkty imunohistocheminiy Zymenuy deriniy s3asajos su Kkrities

duktalinés karcinomos charakteristikomis

Pirmasis naviko veiksnys (SATB1/HIF1a—AR/ER/BCL2) nebuvo susij¢s
nei su pacienty amziaus grupémis, nei su T, N, G, nei su biologiniais naviko
tipais (14 lentelé). Antrasis veiksnys (HER2-PR-didelis) ver¢iy kategorijoje
buvo susijgs su vyresniy pacien¢iy amziaus grupe (p<0,002) ir biologiniu

naviko tipu (p<0,05).

83



Treciasis veiksnys (Ki67-ER) buvo panasus j pirmajj veiksnj (i-G) visoje
tirty meéginiy: didelés vertés buvo susijusios su naviko diferenciacijos laipsniu
(p<0,0001, 45 pav.) ir dazniau nustatytas luminalinio B naviky tipo méginiuose
(p<0,0001). Pazymétina, kad kai kurie Ki67-ER-didelis grupés navikai buvo
aptinkami ir G1 (3/19, 16%), ir luminalinio A (9/43, 21%) naviky
kategorijose.

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Pirmasis naviko veiksnys Ki67-ER:
O Ki67-ER-mazas B Ki67-ER-didelis

45 pav. Pirmojo veiksnio - Ki67-ER sgsajos su naviko diferenciacijos
laipsniu

4.9. Krities duktalinés karcinomos imunofenotipo klasteriné analizé ir

pagrindiniy klasteriy charakteristikos

Klasterin¢ analizé buvo atlikta vidurkio sgsajy metodu klasterizuojant
faktorinés analizés metu iSskirty penkiy veiksniy veréiy erdvéje.
Klasterizacijos medzio diagrama pateikta 46 pav.

Isskyrus 10 Kklasteriy, didzioji dalis naviky pateko j 3 pagrindinius
klasterius. ISskirty klasteriy palyginimas su biologiniais tipais (16 lentelé)
parodé, kad 1-ame klasteryje (n=37) dominavo luminalinio A tipo navikai
(15/37, 41%), taciau buvo nemazai ir luminalinio B HER2+ tipo atvejy (10/37,
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27%). 2-3ji klasterj (n=35) sudaré daugiausia luminalinio A (22/35, 61%) ir
luminalinio B tipo navikai (10/35, 29%). 3-asis klasteris (n=18) buvo beveik
iSimtinai i§ TN naviky (16/18, 89%). Likusius negausius 7 klasterius sudaré

daugiausia luminalinio B ir luminalinio A tipy navikai (19/109, 17%).
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Tirti méginiai

46 pav. Klasterizacijos medzio diagrama

16 lentelé. Klasteriy palyginimas su naviko biologiniais tipais

Klasteris LA LB LB HER2+ HER2+ TN

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n
1 15 (40) 6 (16) 10 (27) 5(14) 1(3) 37
2 22 (63) 10 (28) 3(9) 0 (0) 0 (0) 35
3 0 (0) 2 (12) 0 (0) 0 (0) 16 (89) 18
4 3 (75) 0 (0) 1(25) 0 (0) 0 (0) 4
5 2 (25) 4 (50) 1(12) 0 (0) 1(13) 8
6 0 (0) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2
7 0 (0) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2
8 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 1
9 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1
10 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1

Naviko biologinis tipas: LA — luminalinis A, LB — luminalinis B, LB HER2+ — luminalinis B
HER2+, HER2+ — ne luminalinis HER2+, TN — trejopai neigiamas.
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Pagrindiniy klasteriy ir biologiniy tipy atitikimas buvo esminis, nors ir
neabsoliutus. Si sasaja tarp skaitmeninés IHC analizés duomeny ir kriities
karcinomos biologiniy tipy patvirtina daugiamatés IHC analizés galimybes
kraties véZio heterogeniSkumui tyrinéti. Taciau kadangi didZioji méginiy dalis
yra HR+ naviky (luminalinio A ir luminalinio B tipy) méginiai, matome, kad
atlikti i§samiai analizei reikalinga didesné méginiy imtis. D¢l Sios priezasties

turima méginiy imtis toliau analizuota nebuvo.

5. REZULTATU APTARIMAS

Kraties duktalinéje karcinomoje tyréme baltymy raiska (ER, PR, AR,
HER2, Ki67, SATB1, BCL2, HIFa, p16, p53) IHC metodu, HER2 geno raiska
vertinome FISH metodu, genetines (TP53, HER2) ir epigenetines (ESR-1, p14,
pl6, RARB, RASSF1, DAPK1, GSTP1, MGMT) geny pazaidas analizavome
sekoskaitos, DNR grandinés konformacijos, metilinimui jautrios PGR ir
bisulfitinés sekoskaitos tyrimo metodais. Baltymy raiSka vertinta patologo
vizualiai ir skaitmeninés vaizdo analizés metodu, 0 gauti kiekybiniai IHC
zymeny duomenys analizuoti daugiamatés statistinés analizés metodais. Visy
atlikty analiziy rezultatai palyginti atsizvelgiant j atskirus kriities vézio
biologinius tipus. Nustatytos statistiSkai reikSmingos sgsajos tarp biologinio
naviko tipo ir ligos stadijos (p<0,00002), naviko diferenciacijos laipsnio
(p<0,0001) ir metastaziy sritiniuose limfmazgiuose (p<0,0002), IHC Zzymeny,
iSskyrus p53, raiska buvo statistiskai reik§mingai susijusi su biologiniu krities
naviko tipu (p<0,05). Darbe nustatyti statistiskai reikSmingi biologiniy zymeny
tarpusavio rysiai, atskleistos naujos jzvalgos apie kriities vézio biologija bei
naviko heterogeniskuma.

Iki Siol pripazinti ir kasdieningje praktikoje rekomenduojami tik keli
ankstyvajam kruties véziui Qydyti svarbiis biologiniai zymenys, turintys

patikimg prognozing vert¢ — tai ER, PR ir HER2. Nuo 2011 mety, parenkant
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individualizuotg kruties vézio gydyma, rekomenduojama atsizvelgti 1 naviko
proliferacijos laipsnj (Ki67) [18]. Siuo metu jau aisku, kad, siekiant anksti
diagnozuoti onkologing liga, parinkti tinkamas gydymo strategijas ir
prognozuoti ligos eigs, bitini nauji molekuliniai kriities vézio biologiniai
Zymenys [25, 72, 147-150].

Pastaruoju metu atlikta daug tyrimy, kuriuose analizuojamos sgsajos tarp
krities vézio biologiniy tipy ir ligos prognozés [23, 151, 152], genetiniy
poky¢iy [153] bei atsako | terapijg [154, 155]. Tyrimai, kuriuose detaliai
analizuotas biologinis navikinio audinio profilis, iSimtinai atlikti naudojant
DNR/RNR mikrogardeliy (angl. microarrays) technologija, kuri iki Siol dél
tirlamojo méginio paruoSimo sudétingumo Vis dar retai naudojama klinikingje
praktikoje [156, 157]. Savo darbe navikinio audinio profilj analizavome
derindami placiai klinikinéje praktikoje taikomas technologijas (IHC, FISH
tyrimai) su naujais tyrimo metodais (audiniy mikrogardeliy, skaitmeninio
vaizdo, genetiniy ir epigenetiniy pazaidy analizes).

Mazesnéje duktaliniy karcinomy grupéje (n=106) tirti DNR metilinimo
pakitimai geny promotorinése sekose, analizuoti dazniausiai mutuojantys TP53
egzonai (nuo penkto iki devinto imtinai). DaZniausiai hipermetilinami genai
duktalinése kriities karcinomose buvo RASSF1 ir ESR1, nustatytas jy
hipermetilinimo daznis didesnis kaip 50 procenty. Kiek reciau buvo
hipermetilinami geny MGMT, RARB, GSTP1 ir DAPK1 promotoriai, pakitimy
daznis buvo apie 20% atvejy. Epigenetinis geno RASSF1 nutildymas yra vienas
i§ dazniausiy molekuliniy pakitimy kraties karcinomose. Geno hipermetilinimo
dazniai, apie kuriy nustatyma skelbta jvairiose publikacijose, svyruoja nuo 42
iki 85 procenty [127, 128, 131, 158, 159]. Miusy tyrime RASSF1
hipermetilinimas statistiSkai reikSmingai koreliavo su naviko lasteliy
diferenciacija. Estrogeny receptoriaus geno (ESR1) raiskos pakitimas kriities
karcinomose — taip pat daznas molekulinis pakitimas. RaiSkos variacijas
salygoja daugelis veiksniy, tarp jy ir promotoriniy seky metilinimas. ESR1
promotorius — sudétinga struktiira, o geno raiskai reik§mingiausios CpG salos

iki Siol néra iSsamiai istirtos. Atliekant masy tyrimg analizuoti du ESR1
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promotoriaus fragmentai, taciau tik ESR1-4 sekos hipermetilinimas statistiskai
reikSmingai koreliavo su estrogeny receptoriaus raiSka ir buvo biidingas
luminalinio tipo navikams. Su biologiniais krities naviky tipais statistiSkai
reikSmingai Koreliavo geny ESR1-4 ir p16 hipermetilinimas bei geno TP53
mutacijos. Geno TP53 mutacijy dazniai buvo didziausi tarp TN Kkategorijos
naviky. Epigenetiniy pazaidy analiz¢ atskleidé naujas biologiniy kriities naviky
tipy charakteristikas ir parod¢ epigenetiniy pazaidy svarbg vertinant ligos eiga.

Jvertinome geno TP53 mutacijy kraties duktalinés karcinomos
méginiuose daznj. Nors mutacijy daznis nebuvo ypac¢ didelis (28%), taciau
mutacijos statistiSkai reik§Smingai koreliavo su IHC tyrimu nustatyta baltymo
p53 raiska, siejosi su ER ir Ki67 baltymy raiska bei su naviko diferenciacijos
laipsniu.

Analizuodami kriities duktalinés karcinomos meéginius, sudétus j audiniy
mikrogardeles tam, kad jvertintume deSimties IHC Zymeny raiska, atlikome
skaitmeniniy vaizdy analize, kuri leido patikimai iSskirti naviky biologinius
tipus ir suteikeé papildomos informacijos apie Siy tipy naviky biologing elgsena.
Skaitmeniné analizé, Kitaip nei jprastinis patologo vizualus vertinimas, leidzia
IHC Zymeny raiSka iSmatuoti kiekybiniais parametrais. Tai 1§ esmés nauja
technologija, suteikianti papildomy galimybiy detaliau apibidinti konkreciy
zymeny raiska ir jvertinti jy tarpusavio sgsajas. Objektyvus zymeny kiekybinis
jvertinimas skaitmeninés vaizdy analizés bidu yra esminis zingsnis
individualizuojant kriities véZio gydyma.

Gautas kiekybines skaitmeninés analizés vertes lyginome su jprastiniu
patologo vertinimu bei stereologiniu ir FISH tyrimo metodu nustatytu tiesos
kriterijumi, kitaip ,aukso standartu“. Skaitmeniné analizé labai stipriai
koreliavo su stereologiniame tyrime dalyvavusiy visy trijy tyréjy vertinimais
(r=0,95) ir kiek silpniau su patologo vertinimu (r=0,86). Visy tirty IHC
zymeny skaitmeninés analiz€s ir jprastinio patologo vertinimo koreliacija labali
stipri. IS esmés musy tyrime atliktos skaitmeninés analizés rezultaty sutapimas
su jprastiniu vizualiu patologo vertinimu vienas didziausiy, palyginti su kity
tyréjy publikuotais duomenimis [31, 32, 35, 36, 160-163].
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Kaip kituose tyrimuose [32, 160, 161], taip ir miisy darbe HER2 Zymens
skaitmeninés IHC analizés ir FISH tyrimo didZiausios vertinimo rezultaty
variacijos nustatytos HER2 IHC 2+ kategorijoje. Kitaip nei Kiti tyrimai [164,
165], kurie rodo, kad skaitmeniné analizé dél didesnio Sio testo specifiSkumo
leidzia atsisakyti dalies FISH tyrimy, misy duomenimis, atlikta skaitmeniné
analizé pareikalavo daugiau FISH tyrimy. Taciau atlikus skaitmenin¢ analize¢
daugiau naviko méginiy pateko ne tik | HER2 IHC 3+ kategorija (sutaupyti
FISH tyrimai), bet ir i§ HER2 IHC 0/1+ naviky kategorijos keli meéginiai
perkelti | HER2 IHC 2+ naviky kategorija. Atlikus papildomus FISH tyrimus
nustatyta HER2 geno amplifikacija. Tod¢l apibendrinant galima pasakyti, kad
skaitmeniné analizé ne tik naudinga IHC Zymeny raiSkos vertinimo, bet ir
svarbi IHC tyrimy kokybés kontrolés priemoné, kuri leidzia ne tik tiksliai,
atkartojamai, bet ir kiekybiskai jvertinti IHC Zymeny raiska naviko audiniuose.

Daugiamaté THC vaizdy skaitmeniné analizé leido nustatyti svarbius
biologiniy Zymeny rySius navikiniame audinyje. Atlike iSsamy duktalinés
kriities karcinomos méginiy tyrimg maZzesn€je pacienciy grupéje (n=109) —
iSanalizave deSimties IHC Zymeny raiSka — nustatéme reikSmingus biologiniy
zymeny tarpusavio rysius ir heterogeniska jy pasiskirstyma kriities navikiniame
audinyje. Nustatyti rySiai atitinka ir papildo kity tyréjy sukaupta informacija
apie kriities véZio biologinius tipus, padeda geriau suvokti ligos kilme bei
suteikia naujy duomeny ir jzvalgy apie kriities vézio biologinius procesus.

IHC tyrimo skaitmeninés analizés rezultatus analizavome naudodami
faktoring ir klastering analize. Faktoriné analizé kiekviename tirtame navike
leido atskleisti vidinius netiesioginius  imunofenotipg  nulemiancius
désningumus, kuriuos galima vadinti nepriklausomais biologiniais procesais,
daranciais jtaka tolesnei ligos eigai. Klasteriné analizé — natiiraliai klasifikuoja
tirlamuosius méginius daugiamatéje erdvéje. Atliekant musy tyrimg nustatyti
imunofenotipo jvairove nulemiantys veiksniali ne tik atitinka kity tyréjy
radinius, bet ir suteikia papildomai naujos informacijos. Miisy tyrimo metu

nustatyti veiksniai, kurie nulemia imunofenotipo variacijas, suteikia naujos
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informacijos apie navikinj audinj, ta¢iau taip pat yra neatsiejami nuo dabartiniy
ziniy apie krities vézio biologinius procesus.

Savo tyrimais nustatéme, kad svarbiausias IHC Zymeny profilio variacijy
veiksnys kriities duktalin¢je karcinomoje — stiprus atvirkStinis rySys tarp
hormony receptoriy (ER, PR, AR) raiskos ir antiapoptoziniy Zymeny:
vienavertus — BCL2, kitavertus — Ki67 (proliferacijos zymuo) ir HIF1a (atsaka
1 hipoksija kontroliuojantis transkripcijos veiksnys). Nors atliekant porines
duomeny koreliacijas buvo aptiktos atitinkamos koreliacijos, Zymeny
tarpusavio rySiai buvo silpni ir dél daugybiniy tarpusavio sgveiky — sunkiali
interpretuojami. Pirmaj; vidinj veiksnj, kuris paaiSkina didZigja dalj [HC
duomeny variacijy, mes pavadinome — i-G kadangi Sio veiksnio struktiira
atitinka zinomas IHC Zymeny iSsidéstymo variacijas nuo naviko agresyvumg
salygojanciy (Ki67, HIF1a) iki mazesnj agresyvuma salygojanciy (HR, BCL2)
[166]. Is  dalies biologiné -G  reikSmé  apibiidinama  anti-
apoptozine«——proliferacine naviko elgsena. Svarbu tai, kad antiapoptozinis
naviko poveikis yra glaudziai susijes su HR raiSka, 0 naviko proliferacija — su
padidéjusio hipoksinio streso ir angiogenezés rodikliu (HIFla). Pirmojo
veiksnio (i-G) biologiné prigimtis pasitvirtino nustacius bimodalinj Sio
veiksnio veréiy pasiskirstymg, stiprig koreliacija su geresniu naviko
diferenciacijos laipsniu ir su agresyvesniais biologiniais naviko tipais (HER2+
ir TN). i-G veiksnys gali buti integruojams j esamas kriities vézio Zymeny
sistemas kaip Zzymuo, leidziantis iSskirti agresyvias duktalinés karcinomos
subgrupes i$ jau esamy grupiy.

Pirmojo veiksnio (i-G) strukttira atskleidzia svarbias sgveikas tarp HR,
BCL2, Ki67 ir HIFla. Misy duomenys patvirtina, kad BCL2 gali buti
naudingas Zymuo, papildantis naviky vertinimo schemas, apie kg neseniai
paskelbé Dawson su bendraautoriais [106]. Taip pat sudétinis mitoziy/BCL2 ar
Ki67/BCL2 indeksas atspindi tikraja kriities vézio biologine variacijg ir gali
suteikti reik§mingos prognozinés informacijos [152, 167]. Sie neseni
publikuoti pastebéjimai pagristi pusiau kiekybinémis dviejy biologiniy Zymeny

raiSkos vertinimo reikSmémis; Ki67/BCL2 indeksas buvo apskaiciuotas i Ki67
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atémus BCL2 raiskos vertinimo vertes. Miisy duomenimis, pirmojo veiksnio
(i-G) vertés labai stipriai koreliavo (r=0,89, p<0,0001) su Ki67 ir BCL2
baltymy raiSkos skirtumu (procentas lgsteliy, kuriose nustatyta Ki67 baltymo
raiSka, minus procentas lasteliy, kuriose nustatyta BCL2 baltymo raiska).
Kitaip negu kiti autoriai [152], Ki67/BCL2 indeksui apskai¢iuoti naudojome
kiekybinius analizés duomenis ir daugiamate statistikg. Papildomai miisy
duomenys parodé, kad jtrauktas j Sig analiz¢ HIFla zymuo suteikia naujos
informacijos apie naviko vystymosi eiga.

Grupé¢je naviky, kuriuose nustatyta padidéjusi hormony receptoriy raiska
— HR+ (LA, LB ir LB HER2+) — i8skirtas treciasis veiksnys (Ki67-ER), savo
struktiira panaSus j pirmajj i-G veiksnj. Treciasis veiksnys, kaip ir pirmasis,
statistiSkai patikimai koreliuoja su naviko diferenciacijos laipsniu ir biologiniu
tipu. Vertindami “agresyvumo indeksg” HR+ naviky grupéje, nustatéme, kad
treciasis veiksnys (Ki67-ER) nebebuvo pagrindinis variacijy Saltinis — veiksnio
vertés  nebuvo pasiskirs¢iusios bimodaliskai. Sis pokytis galéty bt
aiSkinamas sumazéjusios Ki67 raiSkos variacija tiriamojoje naviky grupgje, i8
kurios pasalinti labiau proliferuojanc¢iy tipy navikai (TN ir HER2+). Antra
vertus, treciojo veiksnio struktiira leidzia manyti, kad naviko agresyvumg HR+
naviky grupéje tiksliau apibtidina Ki67/ER indeksas nei Ki67/BCL2 indeksas.
Kitaip sakant, ER raiSka yra glaudziai susijusi su BCL2 zymens raiska, todél
kartu su Ki67 Zymeniu tinkamai charakterizuoja HR+ navikus. Nors klinikinei
praktikai BCL2, kaip prognozinis zymuo, buvo pasitlytas anks¢iau [106, 168,
169], vertindami savo duomenis, matome, kad Sio zymens jtaka navikui
formuotis turéty buiti detaliau iSanalizuota atlikus didesnés apimties tyrimus
naudojant daugiamate duomeny analiz¢. Trecia, nepaisant to, kad Ki67-ER
veiksnys stipriai koreliuoja su naviko diferenciacijos laipsniu ir biologiniu tipu,
dalis geros diferenciacijos (G1) naviky ir luminalinio A tipo grupés navikai
pateko 1 Ki67-ER-G2 naviky kategorija (atitinkamai, 16, 21% pacienciy
méginiai). Tai leidzia manyti, kad naudojamas sudétinis Zymeny indeksas
suteikia papildomos informacijos, apsaugancios nuo klaidingo baltymy raiskos

interpretavimo, ypac paribinés raiskos vertinimo atvejais. Yra paskelbta, kad
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pagal Ki67 indeksa vidutinio diferenciacijos laipsnio (G2) navikus galima
suskirstyti j dvi atskiras Zemos ir auksStos rizikos grupes [170]. Taip pat
manome, kad sudétinio indekso naudojimas klinikinéje praktikoje leisty
tiksliau iSskirti luminalinio A ir luminalinio B tipo naviky grupes pries
priimant sprendimg dél pacienciy gydymo.

HER2 baltymo raiSka kriities duktalinés karcinomos meéginiy grupéje
buvo nepriklausoma nuo kity IHC parametry, taciau HR+ méginiy grupéje
HER?2 raiska daZniausiai konkuravo ne su ER, o su PR. Siuos intriguojanius
radinius kol kas sunku interpretuoti, kadangi néra pakankamai informacijos
apie nepriklausomg ER ir PR (taip pat ir BCL2) Zymeny reikSme bei Siy
zymeny tarpusavio koreliacijas. PR raiSkos nebuvimas rodo blogesng
prognoze, palyginti su prognoze naviky, kuriuose nustatyta padidéjusi ER/PR
receptoriy raiSka, tuotarpu tirdami méginius jvairiais BCL2, p53, HER2
zymeny deriniais gauname papildomos prognozinés informacijos, apie ka
nesenai uzsiminé Rakha su bendraautoriais [166]. Atlikdami savo tyrimg
nustatéme porines koreliacijas tarp ER, PR ir BCL2, taciau atlikta faktoriné
analizé atskleidé tikruosius vidinius tarpusavio zymeny ryS$ius: Kkrities
duktalinés karcinomos meéginiuose patvirtinome, kad HR ir BCL2 Zymenys
pasizymi stipriais tarpusavio rySiais, valdomais ty paciy vidiniy veiksniy ir
kertu budingu priesingu — Ki67 ir HIF1lo Zymeny raiS$kos rySiu. Didelés ER
raiSkos navikai HR+ naviky grupéje rasti maziau priliferuojaciuose (Ki67)
navikuose, 0 maza PR raiska gali zyméti didesn¢ HER2 baltymo raiska. Todél
ER ir PR raiskos skirtumai gali atspindéti proliferacinio aktyvumo bei HER2
baltymo raiSkos skirtumus HR+ naviky grupéje, lydimus susijusios
prognozinés informacijos (jei didé¢janti HER2 baltymo raiSka vertintina kaip
did¢jantis naviko agresyvumo veiksnys). Kaip pazymeéta anksciau, miisy
tyrime iSkelta prielaida, kad BCL2 raiska patikimai koreliuoja su HR raiska
(visoje tirtoje ir HR+ naviky grupése) pasitvirtino turimame nepriklausomy
duomeny rinkinyje.

Miusy tyrimas parodé galimg naujy zymeny reikSme¢ kriities vézio

diagnostikoje. SATB1 — genomo organizatorius, kuris reguliuoja fermenty
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veiklg chromatino struktiiros persitvarkymo ir geny raiskos poky¢iy procesy
metu. Yra nuomoniy, kad Sie poky¢iai kriities véZio atvejais skatina metastaziy
atsiradimg ir rodo blogesn¢ pronoze [171, 172]. Kity tyréjy darbais tai nebuvo
patvirtinta, todél SATB1 Zymens prognoziné reikSme ir pritaikymas klinikinéje
praktikoje iSlieka kontroversiskas [103, 173-175]. Negana to, iSanalizavus
2058 kriities vézio meéginiy SATB1 Zymens mRNR raiska, Sios raiSkos sasajos
Su pacienciy i8gyvenimu iki prasidedant ligos atkry¢iui ER— naviky grupéje
nenustatytos, kita vertus, didelé SATBI1 raiska ER+ naviky grupéje buvo
susijusi su geresne ligos prognoze; vis délto net ir ER+ naviky grupéje
naudojant standartinius analizés  daugiavariacinius parametrus nebuvo
nenustatyta nepriklausoma Sio zymens prognoziné verté [174]. Patani ir
bendraautoriy atliktame tyrime nustatyta, kad didesné SATBI1 raiSka dazniau
randama ER- naviky grupéje [172]. Misy tyrimas pirmg kartag parodo
akivaizdzig SATBI baltymo raiSkos, nustatytos IHC metodu, koreliacijg su
ER ir kitais Zymenimis. Atliktame darbe iSskirto pirmojo veiksnio
(SATB1/HIF-1a-AR/ER/BCL2) struktira HR+ naviky grupéje atskleidé
priesingus rySius tarp dviejy skirtingy zymeny grupiy. IS tiesy tikétina, kad
prognozinis SATB1 Zymens poveikis gali biiti apibiidinamas prieSingu ER
raiSkos rySiu [174]. Negana to, mes neradome jokiy asociacijy tarp SATBI
raiSkos ir naviko diferenciacijos laipsnio ar kity tirty navikg apibtidinanciy
charakteristiky. Nepaisant to, jJdomu, kad SATBI raiSka yra glaudziai susijusi
su HIF1a tiek HR+, tiek visoje krities duktalinés karcinomos naviky grupéje;
veiksniai, kuriuose dalyvauja SATB1 ir HIF1a zymenys, nulemia didziaja dalj
variacijy abiejose tiriamosiose grupése, ypa¢ HR+ naviky grupéje.

HIFla baltymo raiSka yra nustatoma daugelyje Zmogaus vézio rasiy ir
koreliuoja su blogesne prognoze. Sis baltymas daro jtaka daugeliui procesy —
naviko iniciacijai, progresijai, invazijai, uzdegiminiy Iasteliy telkimuisi,
metastazavimui ir gali buti kruties vézio gydymo taikiniu [176]. Yamamoto su
bendraautoriais [177], iSanalizave 171 invazinés kruties karcinomos méginj, 37
procentuose atvejy rado HIFla baltymo raiska (Siame, kaip ir ankstesniame

tyrime buvo naudota 5 procenty teigiamos raiskos ribiné verté [178]). HIF 1o
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baltymo raiSka labai susijusi su agresyvesniu naviko fenotipu, taip kaip su
aukStesniu naviko diferenciacijos laipsniu, metastazémis limfmazgiuose,
dideliu naviko dydziu, dideliu proliferacijos laipsniu, neigiama hormony
receptoriy raiSka, padidé¢jusia HER2 ir VEGF baltymo raiSka; padidéjusi
HIF1a baltymo raiska koreliuoja su trumpesniu pacienciy iSgyvenimu nesant
recidyvo ir bendruoju jy iSgyvenimu [177]. Sasajos tarp HIF 1o baltymo raiskos
ir nepalankios ligos prognozés esant kriities véziui, atskleistos ir kituose
darbuose [178-180]. Savo darbe naudodami kelis tyrimo metodus patvirtinome
sasajas tarp HIFla ir Ki67 baltymo raiSkos kriities duktalinéje karcinomoje:
porinés koreliacijos ir pirmojo veiksnio (i-G) strukttira. Taip pat i-G veiksnio
vertes stipriai koreliavo su naviko diferenciacijos laipsniu, patvirtinanciu
agresyvesne HIFa ir Ki67 baltymy prigimtj (patvirtinta vienfaktorine ANOV A
naudojant HIF1a ir Ki67 kaip priklausomus kintamuosius). Visgi misy atlikta
faktoriné analiz¢ atskleidzia kai kuriuos ypatumus. Pirma, kriities duktalinés
karcinomos grupéje nustatéme, kad HIF 1o baltymo raiska padidéjusi dviejuose
veiksniuose: pirmgjame veiksnyje (i-G) kartu su Ki67 Zymeniu ir antrajame
veiksnyje — kartu su SATB1. Antra, HR+ duktalinés karcinomos naviky
grupéje  HIFla padidéjusi raiSka nustatyta reikSmingiausiame pirmajame
veiksnyje kartu su SATB1 suteikdama kriivius, prieSingus AR, ER ir BCL2,
nepriklausomai nuo Ki67 raiSkos (tre¢iojo veiksnio). Tai leidzia daryti
prielaida, kad HIF1a ir SATB1 gali atspindéti svarbig biologing informacija,
kitokia nei ligos agresyvumas, atspindimas Ki67 baltymo raiskos ir naviko
diferenciacijos laipsnio, bent jau HR+ naviky grupéje.

pl6 baltymo raiSka miisy analizéje buvo valdoma nepriklausomo
veiksnio ir iSsiskyré didele raiSka TN tipo navikuose, palyginti su Kity
biologiniy tipy navikais. Taigi mes patvirtiname skelbtus duomenis [181-184],
kad padidéjusi p16 baltymo raiska TN naviky grupéje taip pat galbiit susijusi
su retinoblastomos naviko supresoriumi (Rb) ir nuo cikliny priklausomos
kinazés inhibitoriumi. Negana to, p16 baltymo raiskos slopinimas nustatytas
kai kuriuose TN krities vézio Igsteliy linijose, manoma, kad Sias Igsteles

galima padalyti i dvi grupes pagal Rb ir pl6 statusa [185]. Idomu tai, kad
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atlikta faktorin¢ analizé 17 TN naviky grupé¢je atskleidé stipry p16 rysj su Ki67
ir stipry atvirkstinj ry$j su AR (tadiau ne su ER ir PR) raiska. Siuos duomenis
reikty patvirtinti iStyrus didesn¢ navikiniy méginiy grupe.

Klasterin¢ duktalinés karcinomos analizé¢ penkiy variacijos veiksniy,
nustatyty [HC Zymeny faktorinés analizés biidu erdvéje, leido iSskirti tris
pagrindines viena nuo kitos nutolusias naviky grupes, gerai atitinkancias
biologinius subtipus: luminalinj (A ir B), HER2+ ir TN. Sie rezultatai i§ esmés
atitinka anksciau publikuotus duomenis apie klasterinés analizés galimybes
zymeny IHC analize nustatyti heterogenisSkas kriities vézio grupes. Kitaip nei
cituojamame darbe, kuriame buvo naudojami pusiau kiekybiniai parametrai,
mes naudojome kiekybinius duomenis. Kadangi miisy tirta pacien¢iy grupé
buvo santykinai nedidele ir didZioji atvejy dalis pateko j luminalinj A ir B
klasterj, manome, kad tolesniam §ios naviky grupés heterogeniSkumo tyrimui

reikalinga didesn¢ pacienciy grupé ir/arba parametry rinkinys.

6. ISVADOS

1. Skaitmeniné vaizdo analizé yra patikimas biidas Zymeny raisSkos, analizuotos
imunohistocheminiu tyrimo metodu, jvertinimui krties vézio audinyje. Ki67
raiSkos skaitmeninés vaizdo analizés rezultatai stipriai koreliavo (r=0,86) su
patologo vertinimu ir turéjo mazesnj sisteminj nuokrypj nuo stereologiskai
nustatyty referentiniy verciy. HER2 raiSkos skaitmeninés vaizdo analizés
rezultatai atitiko patologo vertinima (kappa=0,86) ir leido tiksliau nustatyti
amplifikuotus (HER2 FISH) kriities vézio atvejus.

2. Biologiniy zymeny — ER, PR, HER2, Ki67 — imunohistocheminio tyrimo
analize pagrjstas kruties duktaliniy karcinomy skirstymas i biologinius tipus
padeda atskleisti kruties vézio biologing jvairove:

2.1. duktaliniy kriities karcinomy grup¢je (n=203) nustatytos statistiSkai
patikimos sgsajos tarp biologinio naviko tipo ir ligos stadijos (p<0,00002),

95



naviko diferenciacijos laipsnio  (p<0,0001), metastaziy sritiniuose
limfmazgiuose (p<0,0002);

2.2. geny ESR1-4 ir p16 hipermetilinimas bei geno TP53 mutacijos susijes
(p<0,05) su biologiniu kriities véZio tipu;

2.3. biologiniams kriities véZio tipams biidingas savitas baltymy ER, PR, AR,
HER2, Ki67, BCL2, HIFla, SATB1, p53, pl6 raiskos intensyvumo profilis:
visy, i8skyrus p53, imunohistocheminiy zymeny raiSkos intensyvumas buvo
susijes (p<0,05) su biologiniu kriities véZio tipu.

3. Skaitmeninés vaizdo analizés biidu jvertinto imunohistocheminio Zymeny
rinkinio daugiamaté analizé yra efektyvus tyrimo metodas, leidziantis
atskleisti baltymy raiskos profiliy désningumus:

3.1. duktaliniy kriities karcinomy grupéje (n=109) faktorinés daugiamatés
analizés budu identifikuotas ligos agresyvuma atitinkantis veiksnys (i-G)
pasireiskia priesingos krypties ER/PR/AR/BCL2 ir Ki67/HIFla raiska. Sio
veiksnio vertés stipriai susijusios su naviko diferenciacijos laipsniu ir
agresyviais biologiniais tipais;

3.2. SATBL1 kartu su HIFla formuoja antrg reikSmingg variacijos veiksnj
krities duktalinés karcinomos grupéje. Sie Zymenys gali suteikti svarbios
biologinés informacijos apie kriities vézio navikus nepriklausomai nuo Ki67
raiSkos ir naviko diferenciacijos laipsnio;

3.3. hormony receptoriams teigiamy naviky grupéje (n=85) naviko
agresyvumga geriausiai atspindi Ki67 ir ER Zymeny derinys. Sis indeksas gali
suteikti papildomos prognostinés informacijos greta jau naudojamy
prognostiniy grupiy;

3.4. hormony receptoriams teigiamy naviky grupéje nustatytas atvirkstinis
rySys tarp HER2 ir PR raiSkos bei tarp Ki67 ir ER raiskos atskleidzia ER ir PR

disocijuotos raiskos biologine reikSme.
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7. REKOMENDACIJOS

1. Misy darbo rezultatai rodo, kad biologiniy Zymeny nustatymas audiniy
mikrogardelése, panaudojant skaitmeninés vaizdo analizés technologijas,
leidzia padidinti Siy tyrimy tikslumg ir efektyvuma. Sitilome skaitmeninio
vaizdo IHC analize¢ naudoti kokybei uztikrinti bei sprendimams palaikyti
klinikingje praktikoje, Sias priemones validuojant ne tik pagal patologo
vertinimo rezultatus, bet ir stereologiniais tyrimo metodais.

2. Sitlome jdiegti 1 kliniking praktika integruotus ITHC Zymeny rinkinius
(kompleksinius Zymenis), kurie atskleidZzia vidinius biologiniy Zymeny
tarpusavio sgsajy désningumus ir atveria naujas galimybes prognozuoti krities

duktalinés karcinomos ligos eiga.
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10. PRIEDAI

Priedas Nr. 1. Lietuvos biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas.

LIETUVOS BIOETIKOS KOMITETAS

Kodas 188710595, Didﬁitﬂg. 22, 11-01128 Vilaius, tel. /faks, 4+ (370~5) 212 45 65, wivw.sam.lt/bioctika

LEIDIMAS ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA

2007-08-03 Ns.: 33

Biomedicininio tyrimo pavadinimas:
»Molekuliniy keities véZio Zymeny verté nustatant ligos eigos ir gydymo ypatumus*

Protokolo Nr::
Data:

40
2007 m. balandZio 26 d.

Asmens informavimo ir

informuoto asmens sutikimo forma (priedas N, 1)

Pagrindinis tyrcjas: Aida Laurinavidiené

Istaigos pavadinimas:
Istaigos adresas:
Istaigos pavadinimas:

Istaigos adresas:
Istaigos pavadinimas:
Istaigos adresas:

Biomedicininio tyrimo vieta:

Zygimanty 9, Vilnius

Vilniaus universiteto Onkologijos institutas

Vilniaus universiteto Gamtos moksly fakulteto Ekologinés
genetikos laboratorija

M.K.Ciurlionio21/9

Valstybinis patologijos centras

P. Baublio 5

Leidimas i¥duotas Lietuvos bioctikos komiteto poséd¥io, ivykusio 2007 m. liepos 13 d.,

sprendimu.
Lietuyos bioetikos komiteto biomedicininiy tyrimy eksperty grupés nagial i
Nr. | Vardas, Pavardé Veiklos sritis Dalyvavo posédyje
1 Gyd. Gintareé Breiviené Pediatrija ne
2 | Gyd. Vytautas Cepulis Onkologija taip i
3 Doc. Eugenijus Gefenas Bioetika il
4 Daoc. Zita Liubarskiené Filosofija taip.
5 Dr. Andrius Narbekovas T'eolopija taip.
6__ | Prof. Algimantas Raugalé Pediatrija ne
7 | Doc. Krescentius Stoskus Filosofija taip
8 | Gyd. Vytautas Tutkus Mikrochirurgija taip
9 Dalia Zeleckiene Teisé ne
Lictuvos bioetikos komitetas dirba vadovaudamasis Geros Klinikinés Praktikos taisyklémis, kurias
sitiloma priimti Europos Sajungos, Japonijos it JAV vald#ios struktiitoms

Pirmininkas

Eugenijus Gefenas

Lietuvos
bioetikos
lhomiteras
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11. PADEKA

Esu dekinga uz paramg ir pagalbg Savo nuostabiai Seimai:

Vyrui, Arvydui, kuris paskatino mane atlikti §j darbg — dékinga uz tikéjima,
kad galiu padaryti daugiau nei pati manau, uz paskatinimg ir padrgsinimg
zvelgti giliau, matyti placiau, eiti toliau. Dékinga uZ suteiktas naujas Zinias,
ilgas diskusijas ir kantry bendrg darbg;

Mamai, be kurios paramos, riipescio, Silumos ir kantrybés sunku biity pradéti
bet kokj nauja darbg. Esu laiminga jausdama jg Salia; téciui, kurio Sviesus
atminimas skatina nuolat mane tobuléti; seseriai, Ingai. Mylimiems vaikams —
Ugnei, Guodai, Ievutei, Kristutei ir Rokui, kurie kantriai lauké laiko, kada

mama bus laisvesné.

Nuosirdziai dékoju:

Visiems Valstybinio patologijos centro Patologiniy tyrimy laboratorijos
darbuotojams uz techning pagalbg ir moralinj palaikymg visy doktoranttros

studijy metu;

Dariui Daseviciui, Valstybinio patologijos centro patologui — uz iSsamias

navikinio audinio pazinimo pamokas;

Evaldui Burbuliui — uz jsimintinas audiniy mikrogardeliy ruo§imo pamokas;

Prof. P.K.Valuckui, Vilniaus universiteto Onkologijos instituto direktoriui ir
instituto darbuotojy kolektyvui uz suteiktas zinias, vertingas pastabas ir paramg
rengiant §] darbg. Ypatingus padékos zodzius noriu tarti prof. Janinai
DidZziapetrienei, kuri jzvelgé manyje tyréja ir nuo pirmyjy zingsniy Sioje darby

kryptyje mane globojo, sunkesniais momentais padragsino, moké ir patare;
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Grazinai Pruskuvienei, lietuviy kalbos redaktorei — uz taisyklingos lietuviy

kalbos pamokas;

Prof. Paulett Herlin, Nicolas Elie, Benoit Plancoulaine, dr. Catherine Bor,
Pranciizijos Kany vézio tyrimy centras (Frangois Baclesse Cancer Centre,
Kanai, Pranciizija) — uz nuoS$irdzias, didziuliu uzsidegimu, entuziazmu bei

Siluma sklidinas skaitmeniniy vaizdy analizés pamokas.

Prof. Juozui Lazutkai, Vilniaus universiteto Botanikos ir genetikos katedra — uz

bendradarbiavimg projektiniuose darbuose;

Prof. Sonatai  Jarmalaitei, Vilniaus universiteto Botanikos ir genetikos
kaltedra;

Prof. Dainiui Characiejui ir habil dr. Valerijui Ostapenko, Vilniaus universiteto
Onkologijos institutas.

Bendravimg su visais $iais ir kitais Zmonémis prisimenu su dékingumu.
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